









Estudio del papel de las amebas de vida libre 
como reservorio de Helicobacter pylori y otras 
bacterias patógenas en aguas y alimentos 




Doctorado en Biotecnología 
 
Presentada por: 
Laura Moreno Mesonero 
 
Dirigida por: 
Dra. Yolanda Moreno Trigos 
Dra. Mª Antonia Ferrús Pérez 
 






En primer lugar me gustaría agradecer a mis directoras de Tesis, Mª Antonia 
Ferrús y Yolanda Moreno, el haber confiado en mí para llevar a cabo este gran reto. 
Gracias por guiarme en la realización de este trabajo, por todo vuestro tiempo, 
esfuerzo, dedicación, y, lo más importante, transmitirme vuestra pasión por la 
investigación. Creedme que se contagia. 
Gracias también al Instituto de Ingeniería del Agua y Medio Ambiente, por 
acogerme como una más desde el primer día. Siempre me he sentido como en casa, y, 
así, las cosas son mucho más fáciles. En especial a José Luis y a Inma, que siempre han 
tenido tiempo para explicarme y ayudarme en cualquier cosa o, simplemente, hablar 
de la vida. Junto con Yolanda, quiero agradeceros el haber confiado en mí para 
participar en los proyectos de investigación. He aprendido muchísimo, siempre de 
vuestra mano. Muchas gracias también por haberme permitido viajar con vosotros a 
los diferentes congresos y reuniones de proyectos, ya que así he podido conocer otra 
parte de la investigación. Sin vuestra predisposición no hubiera sido posible. 
También quisiera agradecer a todos los compañeros de laboratorio que me han 
acompañado durante este camino. Julián, Andrés, Patri, Irene Hortelano, Irene 
Cañigral, Paula Santiago, Paula Barbarroja, Fidson, Mariela y todos aquellos que habéis 
pasado por el IIAMA. Sin vosotros esta aventura no hubiera sido igual. En especial a 
Julián, sabes que me llevo un gran amigo. 
Por último, me gustaría agradecer a mi familia todo el apoyo incondicional que 
me han dado siempre. En especial a mi madre y a mi hermana, que siempre me han 
apoyado aunque no entiendan muy bien lo que hago con los bichitos. Y, como no, a 
Carlos, mi marido, por apoyarme incondicionalmente siempre, por tu paciencia, tus 
ánimos, por entender mis largos días frente al ordenador, y, sobre todo, por creer en 
mí. Un trocito de de este trabajo es tuyo, lo sabes. Durante la tesis hemos vivido juntos 
muchos cambios, cambios muy bonitos y muy felices. Y, para que así siga siendo, te la 








El incremento de la población y la escasez de recursos hídricos naturales debido 
a la escasa pluviometría irregularmente distribuida en el tiempo, como ocurre en las 
regiones mediterráneas, hacen necesaria la reutilización de las aguas residuales. Antes 
de ser tratadas, estas aguas contienen materia orgánica que ofrece un sustrato idóneo 
para el desarrollo de toda clase de microorganismos, muchos de los cuales son 
patógenos. 
Por otra parte, el agua potable se obtiene a partir de agua natural o cruda 
captada en ríos, lagunas, pozos, manantiales o pantanos, las cuales también pueden 
contener microorganismos patógenos. Debido a esto, es de suma importancia realizar 
un correcto tratamiento de esta agua para evitar la transmisión de enfermedades. 
De entre todos los patógenos emergentes en aguas, H. pylori es uno de los que 
mayor interés despierta en estos momentos, ya que su epidemiología aún no está 
clara. 
La infección por H. pylori puede conducir al desarrollo de gastritis crónica, úlcera 
péptica y cáncer gástrico. De hecho, la bacteria está clasificada como agente biológico 
carcinógeno para el ser humano de categoría 1. Se ha sugerido que H. pylori puede ser 
adquirida mediante diferentes vías de transmisión, entre las que destaca el agua. 
Por otra parte, las amebas de vida libre (FLA) son un grupo heterogéneo de 
protozoos ubicuos que, además de contener especies patógenas, pueden actuar como 
“Caballos de Troya” para bacterias resistentes a las amebas (ARB). De esta forma, las 
ARB pasarían desapercibidas frente a la primera línea de defensa de un organismo. La 
interacción H. pylori-FLA ha sido demostrada en dos procesos in vitro, aunque la 
viabilidad de la bacteria no se ha demostrado tras el proceso. 
Por tanto, en esta Tesis se estudia el posible papel de las FLA como reservorio de 
H. pylori y otras bacterias patógenas en aguas y alimentos mediante técnicas 
moleculares. 
En primer lugar se realizó un ensayo de cocultivo entre la bacteria H. pylori y la 
ameba Acanthamoeba castellanii. Se comprobó, mediante técnicas moleculares 




es capaz de internalizar a la bacteria y que esta última permanece viable, demostrando 
que H. pylori se comporta como una bacteria ARB. 
Seguidamente, se analizaron un total de 120 muestras ambientales, 100 de agua 
y 20 de vegetales para comprobar la presencia, tanto de FLA como de H. pylori 
internalizado en estas FLA.  
En el caso de las muestras de agua, se analizaron 69 muestras de agua residual y 
31 de agua potable. Un total de 55 (79,7%) muestras de agua residual y 12 (38,7%) de 
agua potable resultaron positivas para la presencia de FLA. Mediante la técnica PMA-
qPCR se demostró la presencia de H. pylori internalizado en las FLA presentes en 28 
(50,9%) y 11 (91,7%) de las muestras de agua residual y potable analizadas, 
respectivamente. Mediante DVC-FISH se demostró que las células de H. pylori 
internalizadas dentro de las FLA presentes en las muestras eran viables en 16 (29,5%) y 
5 (41,7%) de las muestras de agua residual y potable analizadas, respectivamente. 
Además, se consiguió recuperar formas viables cultivables de H. pylori procedente del 
interior de FLA en 10 (18,2%) de las muestras de agua residual analizadas. Las FLA 
aisladas e identificadas en las aguas residuales pertenecieron a los géneros 
Acanthamoeba, Naegleria, Vanellidae y a la familia Vahlkampfiidae. En el caso del agua 
potable, las FLA aisladas e identificadas pertenecieron a los géneros Acanthamoeba, 
Echinamoeba y Vermamoeba. 
En el caso de las muestras de vegetales, concretamente lechugas, todas ellas 
resultaron positivas para el aislamiento de FLA (100%). Mediante la técnica PMA-qPCR 
se demostró la presencia de H. pylori internalizado en las FLA en 11 (55,0%) de las 
muestras y, mediante DVC-FISH, se demostró que las células de H. pylori internalizadas 
dentro de las FLA eran viables en 5 (25,0%) de las muestras. En este caso no se 
recuperaron formas viables cultivables de la bacteria. 
Finalmente, mediante metagenómica de secuenciación dirigida, se analizó el 
microbioma de las FLA presentes en 20 de las muestras analizadas en esta Tesis (11 de 
agua residual, 3 de agua potable y 6 de lechugas). Para ello, se eligieron los iniciadores, 
se evaluaron in silico e in vitro y, una vez comprobada su idoneidad, se emplearon para 




En los tres tipos de muestras, la clase bacteriana más abundante fue la 
Gammaproteobacteria. Para los tres tipos de muestras, los filos más abundantes de las 
bacterias del microbioma de las FLA fueron Proteobacteria y Bacteroidetes y, en el 
caso del agua residual, también lo fue el filo Planctomycetes. H. pylori se detectó 
mediante esta técnica en los tres tipos de muestra. Además, como parte del 
microbioma de FLA de muestras ambientales, se detectaron otras bacterias de interés 
para la salud pública, tales como Aeromonas, Legionella, Mycobaterium o 
Pseudomonas. 
Los resultados obtenidos en esta Tesis demuestran la presencia de FLA 
patógenas en las muestras ambientales, así como el hecho de que, en algunos casos, 
estas son transportadoras de bacterias patógenas.  
Este trabajo también confirma que H. pylori se comporta como una bacteria ARB 
y que se encuentra viable en el interior de FLA presentes, tanto en aguas residuales y 
potables como en vegetales. De esta forma, se postula que un modo de transmisión de 







L'increment de la població i l'escassetat de recursos hídrics naturals a causa de 
l'escassa pluviometria irregularment distribuïda en el temps, com ocorre en les regions 
mediterrànies, fan necessària la reutilització de les aigües residuals. Abans de ser 
tractades, estes aigües contenen matèria orgànica que oferix un substrat idoni per al 
desenrotllament de qualsevol classe de microorganismes, molts dels quals són 
patògens. 
D'altra banda, l'aigua potable s'obté a partir d'aigua natural o crua captada en 
rius, llacunes, pous, brolladors o pantans, les quals també poden contindre 
microorganismes patògens. A causa d'açò, és de la màxima importància realitzar un 
correcte tractament d'esta aigua per tal d’evitar la transmissió de malalties. 
D'entre tots els patògens emergents en aigües, H. pylori és un de què major 
interés desperta en estos moments, ja que la seua epidemiologia encara no està clara. 
La infecció per H. pylori pot conduir al desenrotllament de gastritis crònica, 
úlcera pèptica i càncer gàstric. De fet, el bacteri està classificada com a agent biològic 
carcinogen per al ser humà de categoria 1. S'ha suggerit que H. pylori pot ser adquirit 
per diferents vies de transmissió, entre les que destaca l'aigua. 
Per altra banda, les amebes de vida lliure (FLA) són un grup heterogeni de 
protozous ubics que, a més de contindre espècies patògenes, poden actuar com 
“Cavalls de Troia” per a bacteris resistents a les amebes (ARB). D'esta manera, les ARB 
passarien desapercebudes enfront de la primera línia de defensa d'un organisme. La 
interacció H. pylori-FLA ha sigut demostrada en dos processos in vitro, encara que la 
viabilitat del bacteri no s'ha demostrat després del procés. 
Per tant, en esta Tesi s'estudia el possible paper de les FLA com a reservori de H. 
pylori i altres bacteris patògens en aigües i aliments per mitjà de tècniques moleculars. 
En primer lloc es va realitzar un assaig de cocultiu entre el bacteri H. pylori i 
l’ameba Acanthamoeba castellanii. Es va comprovar per mitjà de tècniques moleculars 
específiques per a la detecció de cèl·lules viables, PMA-qPCR i DVC-FISH, que l'ameba 
és capaç d'internalizar al bacteri i que esta última roman viable, demostrant que H. 




A continuació, es van analitzar un total de 120 mostres ambientals, 100 d'aigua i 
20 de vegetals per a comprovar la presència tant de FLA com de H. pylori internalitzat 
en estes FLA. 
En el cas de les mostres d'aigua, es van analitzar 69 mostres d'aigua residual i 31 
d'aigua potable. Un total de 55 (79,7%) mostres d'aigua residual i 12 (38,7%) d'aigua 
potable van resultar positives per a la presència de FLA. Per mitjà de la tècnica PMA-
qPCR es va demostrar la presència d’H. pylori internalitzat en les FLA presents en 28 
(50,9%) i 11 (91,7%) de les mostres d'aigua residual i potable analitzades, 
respectivament. Per mitjà de DVC-FISH es va demostrar que les cèl·lules d’H. pylori 
internalitzades dins les FLA presents en les mostres eren viables en 16 (29,5%) i 5 
(41,7%) de les mostres d'aigua residual i potable analitzades, respectivament. A més, 
es va aconseguir recuperar formes viables cultivables d’H. pylori procedent de l'interior 
de FLA en 10 (18,2%) de les mostres d'aigua residual analitzades. Les FLA aïllades i 
identificades en les aigües residuals van pertànyer als gèneres Acanthamoeba, 
Naegleria, Vanellidae i a la família Vahlkampfiidae. En el cas de l'aigua potable, les FLA 
aïllades i identificades van pertànyer als gèneres Acanthamoeba, Echinamoeba i 
Vermamoeba. 
En el cas de les mostres de vegetals, concretament encisams, totes elles van 
resultar positives per a l'aïllament de FLA (100%). Per mitjà de la tècnica PMA-qPCR es 
va demostrar la presència d’H. pylori internalitzat en les FLA en 11 (55,0%) de les 
mostres i, per mitjà de DVC-FISH, es va demostrar que les cèl·lules d’H. pylori 
internalitzades dins les FLA eren viables en 5 (25,0%) de les mostres. En este cas no es 
van recuperar formes viables cultivables del bacteri. 
Finalment, per mitjà de metagenómica de seqüenciació dirigida, es va analitzar el 
microbioma de les FLA presents en 20 de les mostres analitzades en esta Tesi (11 
d'aigua residual, 3 d'aigua potable i 6 d'encisams). Per tal de fer això, es van triar els 
iniciadors, es van avaluar in silico i in vitro i, una vegada comprovada la seua idoneïtat, 
es van emprar per a la seqüenciació de les mostres. 
En els tres tipus de mostres, la classe bacteriana més abundant va ser la 
Gammaproteobacteria. Per als tres tipus de mostres, els filos més abundants dels 





de l'aigua residual, també ho va ser el filo Planctomycetes. H. pylori es va detectar per 
mitjà d'esta tècnica en els tres tipus de mostra. A més, com a part del microbioma de 
FLA de mostres ambientals, es van detectar altres bacteris d'interés per a la salut 
pública, com ara Aeromonas, Legionella, Mycobaterium o Pseudomonas.  
Els resultats obtinguts en esta Tesi demostren la presència de FLA patògenes en 
les mostres ambientals, així com el fet de que, en alguns casos, estes són 
transportadores de bacteris patògens. 
Este treball també confirma que H. pylori es comporta com un bacteri ARB i que 
es troba viable en l'interior de FLA presents, tant en aigües residuals i potables com en 
vegetals. D'esta manera, es postula que una manera de transmissió d'este bacteri 






The popultaion increase along with the shortage of natural water resources due 
to the scanty precipitations irregularly distributed along the time, as it happens in 
Mediterranean regions, make the reutilization of wastewater necessary. Before being 
treated, these waters contain organic matter that offers a suitable substratum for the 
development of all kinds of microorganisms, many of which are pathogenic. 
On the other hand, drinking water is obtained from natural or raw water taken 
from rivers, lagoons, wells, springs or marshes, which can also contain pathogenic 
microorganisms. Due to this, it is of the utmost importance to carry out a correct 
treatment of this water to avoid diseases transmission. 
Among all emergent pathogens in waters, H. pylori is one of the bacteria which 
arouses great interest at the moment, since its epidemiology is not clear yet. 
The infection caused by H. pylori can drive to the development of chronic 
gastritis, peptic ulcer and gastric cancer. In fact, the bacterium is classified as a 
category 1 biological carcinogen agent for human beings. It has been suggested that H. 
pylori can be acquired through different transmission routes, among which water 
stands out. 
Moreover, free-living amoebae (FLA) are a heterogeneous group of ubiquitous 
protozoans that, a part from containing pathogenic species, they can act as "Trojan 
Horses" for amoeba-resistant amoeba (ARB). This way, ARB would be unnoticed on the 
first line of defense of an organism. The interaction H. pylori-FLA has been proved in 
two in vitro assays, although bacteria viability has never been proved after these 
assays. 
Therefore, in this Thesis, the possible role of FLA is studied as a reservoir of H. 
pylori and other pathogenic bacteria in waters and food by means of molecular 
techniques. 
Firstly, a coculture assay between the bacterium H. pylori and the amoeba 
Acanthamoeba castellanii was carried out. It was verified by means of molecular 





amoeba is capable of internalizing the bacterium and that the latter remains viable, 
demonstrating that H. pylori behaves as an ARB bacterium. 
Afterwards, a total of 120 environmental samples, 100 of water and 20 of 
vegetables, were analyzed to verify the presence FLA as well as internalized H. pylori 
into these FLA. 
In case of water samples, 69 samples of wastewater and 31 samples of drinking 
water were analyzed. A total of 55 (79,7 %) wastewater and 12 (38,7 %) of drinking 
water samples turned out to be positive for FLA's presence. By means of PMA-qPCR 
technique, the presence of FLA-internalized H. pylori was demonstrated in 28 (50,9 %) 
and 11 (91,7 %) of the wastewater and drinking water samples analyzed, respectively. 
By means of DVC-FISH it was demonstrated that the FLA-internalized H. pylori cells 
were viable in 16 (29,5 %) and 5 (41,7 %) of the wastewater and drinking water 
samples analyzed, respectively. In addition, viable cultivable forms of H. pylori coming 
from the inside of FLA were recovered from 10 (18,2 %) of the analyzed wastewater 
samples. The isolated and identified FLA from wastewater samples belonged to the 
genus Acanthamoeba, Naegleria, Vanellidae and to the family Vahlkampfiidae. In the 
case of drinking wáter, the isolated and identified FLA belonged to the genus 
Acanthamoeba, Echinamoeba and Vermamoeba. 
In the case of the vegetable samples, specifically lettuces, all of them turned out 
to be positive for FLA's isolation (100 %). By means of the PMA-qPCR technique, the 
presence of FLA-internalized H. pylori was demonstrated in 11 (55,0 %) of the samples 
and, by means of DVC-FISH, it was demonstrated that FLA-internalized H. pylori cells 
were viable in 5 (25,0 %) of the samples. In this case, viable cultivable forms of the 
bacterium could not be recovered. 
Finally, by means of amplicon-based metagenomics, the FLA microbiome of 20 
previously analyzed samples in this Thesis (11 wastewater, 3 drinking water and 6 
lettuce samples) was analyzed. To do so, a pair of primers were selected and evaluated 





In the three types of samples, the most abundant bacterial class was the 
Gammaproteobacteria. For the three types of samples, the most abundant bacterial 
phylum of the FLA microbiome were Proteobacteria and Bacteroidetes and, in case of 
the wastewater, it was also the phylum Planctomycetes. H. pylori was detected by 
means of this technology in the three types of samples. In addition, as part of FLA’s 
microbiome of environmental samples, other bacteria of public health interest were 
detected, such as Aeromonas, Legionella, Mycobacterium or Pseudomonas. 
The results obtained in this Thesis demonstrate the presence of pathogenic FLA 
in the environmental samples, as well as the fact that, in some cases, these they are 
carriers of pathogenic bacteria. 
This work also confirms that H. pylori behaves as an ARB bacterium and that it is 
viable inside the present FLA in wastewater as well as in drinking water and in 
vegetables. This way, it is postulated that a way of transmission of this bacterium 
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El agua es un recurso básico de valor insustituible para la vida, siendo 
seguramente el elemento más valioso e imprescindible de los existentes en el planeta 
Tierra. 
Según el Informe de la Organización de las Naciones Unidas para la Educación, la 
Ciencia y la Cultura sobre el desarrollo de los recursos hídricos en el mundo (WWAP, 
2012), aunque el 70% de la superficie terrestre esté cubierta por agua, sólo el 2,5% de 
esta agua es dulce y únicamente el 0,3% de esta última está disponible para el ser 
humano. 
En el año 2050 se espera que la población mundial haya aumentado un 33% con 
respecto a la de 2011, pasando de 7.000 millones a 9.300 millones de habitantes (UN 
DESA, 2011). El crecimiento demográfico plantea un enorme reto, que es el de proveer 
de agua y alimentos a toda la población, así como crear suficiente trabajo digno, lo 
que, a su vez, depende del desarrollo económico (PNUMA, 2011). Para mediados del 
siglo XXI se estima que la demanda de alimentos aumente un 60%. Además, se espera 
un gran crecimiento de la demanda de energía (Alexandratos y Bruinsma, 2012). 
La agricultura representa aproximadamente el 70% de la captación total de agua 
dulce a nivel mundial y más del 90% en la mayoría de los países menos desarrollados 
(FAO, 2011). La producción de energía y la industria representan el 15% y el 5% de las 
captaciones mundiales de agua dulce, respectivamente. El 10% restante se utiliza para 
fines domésticos, incluyendo agua potable, saneamiento e higiene (WWAP, 2012). 
Para el año 2050 se prevé que la demanda mundial de agua dulce aumente un 55% 
debido a la creciente demanda de la industria manufacturera (400%), la generación de 
electricidad (140%) y el uso doméstico (130%) (Figura 1) (WWAP, 2016).  
La escasez de recursos hídricos naturales en zonas áridas y semiáridas, como es 
el caso de las regiones mediterráneas, constituye un grave problema para la población 
asentada en ellas, en las que el incremento de la población, unido a una escasa 
pluviometría irregularmente distribuida en el tiempo y a unos limitados recursos 
superficiales, están llevando al agotamiento o al deterioro irreversible de los recursos 





perfila como una fuente adicional de agua merecedora de ser tenida en cuenta en la 
gestión global de los recursos hídricos. Es por ello que se necesita un mejor control y 
vigilancia de la misma para garantizar que esta alternativa tan esencial es segura, 
propiciando el desarrollo de nuevas estrategias de depuración y control del agua. 
 
 
Figura 1: Índices de riesgo de la calidad del agua durante el periodo 2000-2005 en 
comparación con el año 2050 (WWAP, 2016) 
 
Antes de ser tratadas, las aguas residuales contienen una elevada cantidad de 
materia orgánica, que ofrece un sustrato idóneo para el desarrollo de toda clase de 
microorganismos, muchos de los cuales son patógenos (Metcalf y Eddy, 2003). El 
factor que más influye sobre el proceso de depuración del agua residual es su 
composición. Por ello, es necesario tener conocimiento de esta, además del origen del 
agua residual, para llevar a cabo un adecuado proceso de depuración de la misma.  
Por otra parte, las aguas potables, o aguas aptas para el consumo humano, se 
definen como aquellas que pueden ser consumidas sin restricción, debido a que 
gracias a un proceso de purificación no representan un riesgo para la salud. Son aguas 




internacionales. En la Unión Europea, la Directiva 98/83/EU, recogida en España bajo el 
Real Decreto 140/2003, establece los criterios sanitarios de la calidad del agua de 
consumo humano (DOUE-L-1998-82174; BOE-A-2003-3596). 
El agua potable se obtiene a partir del tratamiento de agua natural o cruda 
captada en ríos, lagunas, pozos, manantiales o pantanos, que contiene bacterias, 
protozoos, esporas, polen o productos químicos tóxicos. Por esta razón es muy 
importante realizar un correcto tratamiento de potabilización del agua antes de que 
sea consumida, ya que de otra forma puede ser una fuente de transmisión de 
enfermedades al ser humano. 
El control sanitario del agua de consumo humano es un objetivo prioritario de la 
salud pública. Las directivas europeas y la legislación nacional están destinadas a 
garantizar que el agua de consumo sea saludable y limpia, eliminando o reduciendo la 
concentración de contaminantes microbiológicos y físico-químicos que puedan afectar 
a la salud humana. 
Sin embargo, a pesar de los avances y esfuerzos en cuestión de seguridad, en 
ocasiones el agua de abastecimiento se contamina con patógenos, siendo una fuente 
de infección para el ser humano (Thomas et al., 2004). 
 
2. EL AGUA RESIDUAL COMO VEHÍCULO DE TRANSMISIÓN DE ENFERMEDADES 
INFECCIOSAS 
El agua residual, por definición, es aquella corriente de agua usada por las casas, 
negocios, industrias, actividades comerciales o instituciones que se dirige a las plantas 
de tratamiento mediante una red de tuberías cuidadosamente diseñadas y 
organizadas. 
Las aguas residuales se clasifican en municipales e industriales. Las aguas 
residuales industriales requieren ser tratadas antes de ser descargadas en el sistema 
de alcantarillado municipal, siendo su tratamiento muy variable dependiendo del tipo 
de industria del que procedan, si bien existen aguas residuales industriales que tienen 
características compatibles con las municipales, por lo que pueden descargarse 





Las aguas residuales de origen doméstico tienen una composición muy variada, 
debido a la naturaleza de la población residente. La mayor parte de la contaminación 
tiene su origen en los excrementos humanos y animales y, en menor proporción, en las 
aguas resultantes del lavado de ropa, preparación de alimentos y duchas. Por otra 
parte, las aguas pluviales o de lavado de calles de las zonas urbanas aportan también 
una carga importante de contaminación, por el arrastre de materia sólida inorgánica 
en suspensión y materia orgánica soluble e insoluble (Espigares y Pérez, 1985). La 
elevada cantidad de materia orgánica presente en las aguas residuales ofrece un 
sustrato idóneo para el desarrollo de toda clase de microorganismos, muchos de los 
cuales son causantes de enfermedades (Metcalf y Eddy, 2003). 
Una práctica común en muchos países con escasez de agua es el uso del agua 
residual para riego agrícola. Sin embargo, el riego con aguas residuales no tratadas o 
sometidas a un proceso de depuración ineficiente ha provocado la aparición de brotes 
epidémicos importantes a lo largo del último siglo. Por ejemplo, entre julio de 2004 y 
mayo de 2005 se llevó a cabo en Camboya una investigación del nivel de 
contaminación de coliformes termotolerantes, huevos de helmintos y protozoos 
parásitos en Iponema aquatica, vegetal de origen acuático consumido por la población 
y cultivado con agua procedente de un lago que recibe los vertidos de aguas residuales 
de las poblaciones cercanas. En las muestras se encontraron elevadas concentraciones 
de los tres patógenos estudiados y se concluyó que el consumo de estos vegetales fue 
la causa de la aparición de diversos brotes epidémicos en la zona (Anh et al., 2007). 
La reutilización de aguas residuales exige, por tanto, la adopción de medidas de 
protección de la salud pública, ya que en todo proceso de recuperación y reutilización 
de aguas residuales existe riesgo por exposición a agentes infecciosos. El riesgo por 
contaminación biológica dependerá de que el microorganismo esté presente en las 
aguas residuales en cantidades significativas, de que sobreviva en esas condiciones 
ambientales conservando su poder infeccioso, así como de los diferentes usos de las 
aguas (Calduch-Broseta et al., 2003).  
El tratamiento de las aguas residuales para su reutilización tiene como enfoque 




o helmintos, además de la eliminación de malos olores u otras sustancias que pudiesen 
tener un efecto negativo durante su reutilización. 
La reutilización de aguas residuales en España está regulada por el Real Decreto 
1620/2007, del 7 de diciembre, por el que se establece el régimen jurídico de la 
reutilización de las aguas depuradas (BOE-A-2007-21092). En él se establecen las 
condiciones básicas para la reutilización de las aguas depuradas, se recogen los 
criterios de calidad para la reutilización de las aguas según su uso, se establecen los 
criterios de evaluación de la calidad de las aguas reutilizadas y las frecuencias mínimas 
de muestreo y análisis de cada parámetro. 
 
2.1. ESTACIONES DEPURADORAS DE AGUAS RESIDUALES (EDAR) 
 
Para evitar enfermedades es necesario tratar y depurar las aguas y ayudar a la 
naturaleza en su proceso de depuración, mediante un conjunto de sistemas que nos 
permiten acelerar los procesos naturales para que podamos devolver al medio el agua 
en las debidas condiciones. 
Una Estación Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) es el conjunto de 
instalaciones que tienen como objeto, mediante combinación de diversos tratamientos 
físicos, químicos y/o biológicos, la reducción de la contaminación de las aguas 
residuales hasta límites aceptables para el cauce receptor (Metcalf y Eddy, 2003). 
Dentro del esquema general básico de una EDAR (Figura 2) se distinguen dos 
líneas de tratamientos: la línea de agua y la línea de fango. El proceso de depuración 
del agua se divide en cuatro etapas: pretratamiento, tratamiento primario, 
tratamiento secundario y tratamiento terciario (Metcalf y Eddy, 2003). Sus 
características principales son: 
Pretratamiento: Consiste en una sucesión de etapas físicas y mecánicas en las 
que se eliminan materias voluminosas en suspensión que, debido a su naturaleza o 
tamaño, pueden originar problemas en los tratamientos posteriores. Las operaciones 





algunos casos también se pueden incluir otras, como la regulación y homogenización 
de caudales y cargas o la preaireación. 
Tratamiento primario: Se eliminan fundamentalmente los sólidos en suspensión, 
mediante la utilización de tratamientos físicos o físico-químicos. Los primeros utilizan 
decantadores-digestores, fosas sépticas y decantadores de gravedad, y los segundos se 
realizan mediante la adición de reactivos químicos que permiten que las partículas se 
agreguen y puedan sedimentar con mayor facilidad. El nivel de reducción depende del 
proceso utilizado y de las características de las aguas residuales. 
Tratamiento secundario: También recibe el nombre de tratamiento biológico. En 
esta etapa se elimina gran parte de la contaminación orgánica, separándose las 
partículas coloidales y disueltas y reteniéndose los sólidos en suspensión. El proceso 
más utilizado es el de fangos activos. Este es de carácter biológico y se lleva a cabo 
mediante la oxidación de la materia orgánica por vía aerobia. Consta básicamente de 
dos unidades: el reactor biológico y el decantador. El reactor está especialmente 
diseñado para mantener los microorganismos bajo condiciones controladas, 
acelerando el proceso natural de descomposición y neutralización de los residuos. En 
el decantador se produce la separación del agua depurada de los fangos activos. Parte 
de estos se recirculan al reactor biológico para mantener una concentración suficiente 
de bacterias, mientras que los fangos excedentes pasan a la línea de tratamiento de 
fangos. 
Tratamiento terciario: Es un complemento a la depuración del agua residual para 
eliminar compuestos no biodegradables o microorganismos patógenos que hayan 
sobrevivido a los anteriores procesos. Fundamentalmente se utiliza para obtener una 
mejora del efluente depurado por exigencias del cauce receptor o para su posterior 
reutilización, llamándose en este caso “tratamiento de regeneración”. Hay diferentes 
tipos de procesos, en función de cuál sea su objetivo: 
- Aquellos cuyo fin principal es reducir los sólidos en suspensión, la turbidez y 
la DBO5 (parámetro que mide la cantidad de materia susceptible de ser 
consumida u oxidada por medios biológicos), como los procesos físico-




- Los que tienen como objetivo la desinfección del efluente, como el 
tratamiento con cloro gaseoso, hipoclorito, ozono y rayos ultravioleta. 
- Los que persiguen la reducción de sales, como la ósmosis inversa, la 
electrodiálisis reversible y el intercambiador iónico. 
Los fangos producidos en los procesos de tratamiento del agua residual 
proceden del tratamiento primario (fangos primarios) y del tratamiento secundario 
(fangos secundarios), aunque a veces se mezclan antes de ser tratados en la línea de 
fangos (fangos mixtos). 
Las operaciones y procesos de la línea de tratamiento de fangos tienen 
fundamentalmente los objetivos de reducir el contenido en agua y materia orgánica 
del fango y acondicionar el fango para su reutilización y evacuación final. Las 
operaciones más comunes son el espesamiento, la estabilización, el 
acondicionamiento y la deshidratación de fangos. 
 
 







3. AGUAS Y SALUD PÚBLICA 
A pesar de los programas de control y prevención del agua, son numerosos los 
brotes de infecciones producidos directa o indirectamente por las aguas. Por ejemplo, 
entre los años 2007 y 2008, según la “Waterborne Disease Outbreak Surveillance 
System” (WBDOSS), se registraron 164 brotes infecciosos producidos por agua de 
bebida o agua reutilizada para el recreo en EE.UU., afectando a miles de personas 
(Ingerson-Mahar y Reid, 2012). 
En realidad, se asume que el número de brotes que se producen es mayor de lo 
reconocido, ya que sólo una fracción de los mismos se registra, debido a que se ve 
afectada muy poca gente o a que estos son esporádicos, por lo que no aparecen en las 
estadísticas. En estas tampoco aparecen los casos derivados de alimentos 
contaminados con aguas o las enfermedades crónicas asociadas a los sistemas de agua 
municipales. 
Además de los costes humanos, también es importante tener en cuenta los 
costes económicos derivados de las infecciones producidas por el agua. Por ejemplo, 
un brote producido en el año 2000 por Escherichia coli O157:H7 en agua en Ontario 
(EE.UU.) supuso un daño económico de unos 150 millones de dólares (Ingerson-Mahar 
y Reid, 2012). 
La mayoría de patógenos que se encuentran en el agua potable no son bacterias 
propias de su microbiota, sino que proceden de alguna contaminación externa. Por 
tanto es imprescindible discernir cuál es la fuente de contaminación. La presencia de 
coliformes es uno de los marcadores de contaminación más utilizados (Ingerson-Mahar 
y Reid, 2012). 
Actualmente, la lista completa de patógenos potencialmente presentes en aguas 
todavía es desconocida, pero sí que se conoce una fracción importante de estos 
(Varela y Manaia, 2013). Entre los patógenos oportunistas presentes tanto en el agua 
depurada como en los sistemas de distribución de agua potable se encuentran 
Mycobacterium, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa y algunos 
protozoos como Acanthamoeba, Naegleria o Cryptosporidium (Barbeau y Buhler, 2001; 




varios microorganismos patógenos habituales en aguas residuales son reconocidos 
como patógenos emergentes en agua potable: Cryptosporidium, Campylobacter, E. coli 
O157:H7 o Helicobacter pylori, entre otros (Wingender y Flemming, 2011). 
Muchos de estos patógenos son capaces de adherirse a biopelículas 
(aglomeración de bacterias unidas por polímeros extracelulares formados por DNA, 
proteínas y carbohidratos) o sobrevivir en el interior de protozoos, como las amebas 
de vida libre (FLA). Tanto las biopelículas como las FLA pueden actuar como reservorio, 
protegiéndolos de los tratamientos de desinfección (Wingender y Flemming, 2011) e 
incluso propiciar su multiplicación (Dupuy et al., 2011). 
Para estimar los riesgos sobre la salud humana que presentan las FLA en los 
sistemas de tratamiento de agua de bebida y en los cada vez más comunes sistemas de 
agua urbana reciclada, es necesario considerar tres aspectos: en primer lugar, las FLA 
pueden infectarse con microorganismos patógenos resistentes a las amebas; en 
segundo lugar, las FLA pueden actuar como hospedadores transportadores de dichos 
patógenos, facilitando la infección a los humanos; y, en tercer lugar, algunas FLA son 
patógenos humanos per se (Peralta y Ayala, 2009). 
De entre todos los patógenos emergentes en aguas, H. pylori es uno de los que 
mayor interés despierta en estos momentos, ya que su epidemiología aún no está 
clara. Aunque hay evidencias epidemiológicas que asocian la infección en humanos e 
incluso la aparición de cáncer gástrico con el agua de bebida contaminada en países en 
vías de desarrollo (Bunn et al., 2002), en los países desarrollados es más difícil 
establecer esta relación debido, fundamentalmente, a que la bacteria rara vez puede 
aislarse del ambiente. Tampoco queda clara la forma de supervivencia de este 
patógeno en este tipo de hábitats, por lo que todos los estudios orientados a entender 
y demostrar cómo puede sobrevivir y llegar a representar un riesgo para la salud 






4. Helicobacter pylori 
 
4.1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS 
A finales del siglo XIX se realizaron las primeras descripciones de bacterias 
espirales en el estómago de animales. Concretamente, en 1881 Rappin observó una 
bacteria espiral en el estómago canino, a la que denominó Spirocheta rappini. En 1893, 
Bizzozero publicó varios dibujos de organismos espirales en el estómago de perros, 
que probablemente pertenecían a las especies que hoy conocemos como Helicobacter 
heilmannii o Helicobacter felis. Tres años después, en 1896, Salomon fue capaz de 
propagar estos organismos espirales en los estómagos de ratones después de 
alimentarlos con mucosa gástrica de gatos y perros. Este trabajo es el precursor de 
estudios más actuales en los que ratones infectados con H. felis son un modelo 
importante en estudios terapéuticos y de vacunas para la erradicación de Helicobacter. 
En 1899 Jaworski fue el primero que sugirió un posible papel patógeno de esta 
bacteria en la enfermedad gástrica (Danon y Lee, 2001; Marshall, 2001; Konturek, 
2003). 
En 1939, Doenges encontró organismos espirales en la mucosa gástrica de 
macacos. Más tarde, Freedberg y Baron encontraron “espiroquetas” en un 40% de los 
estómagos de adultos jóvenes. En las décadas de 1950 y 1960, Ito, del Colegio Médico 
de Harvard, hizo una de las primeras y más detalladas descripciones anatómicas de la 
apariencia de la mucosa gástrica infectada, mediante el microscopio electrónico. En los 
años siguientes, Lockard y Boler encontraron una vez más este tipo de organismos en 
el estómago de gatos y perros y también publicaron microfotografías de ellos (Danon y 
Lee, 2001; Marshall, 2001). 
Sin embargo, este microorganismo no fue considerado de importancia hasta que 
Marshall y Warren, en 1982, lograron el primer cultivo de Campylobacter pyloridis, el 
actual Helicobacter pylori (Marshall y Warren, 1984), siguiendo la metodología descrita 
por Skirrow para el aislamiento de Campylobacter spp. Este hecho revolucionó la 
ciencia de la gastroenterología y fue por el que se les concedió el Premio Nobel de 
Medicina en octubre de 2005. H. pylori está hoy en día considerado como el agente 




que más de la mitad de la población humana está infectada por este patógeno (Torres 
et al., 2000). 
 
4.2. SITUACIÓN TAXONÓMICA ACTUAL 
En 1989, mediante análisis de la región 16S del rRNA y estudios 
ultraestructurales, se demostró que la especie denominada Campylobacer pylori era 
distinta de las especies de Campylobacter descritas hasta entonces. De esta forma se 
estableció la denominación del género Helicobacter, renombrándose C. pylori como 
Helicobacter pylori, siendo este el primer miembro del nuevo género. Las claves para 
adscribir microorganismos al género fueron: bacterias curvadas Gram-negativas, 
móviles mediante un flagelo envainado, capaces de formar estructuras cocoides, 
microaerofílicas, quimiorganótrofas, incapaces de fermentar u oxidar carbohidratos, 
con crecimiento óptimo a 37°C e incapaces de crecer a 25°C (Goodwin et al., 1989). 
En la actualidad, el género Helicobacter, junto con los géneros Sulfurimonas, 
Thiovulum y Wolinella, se agrupa formando la familia Helicobacteriaceae, que junto 
con las familias Campylobacteraceae, Nautilaceae e Hydrogenimonaceae conforman el 
orden Campylobacterales, que se engloba dentro de la clase Epsilonproteobacteria del 






Tabla 1: Taxonomía del género Helicobacter. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 
(2001) 
DOMINIO BACTERIA 
   Phylum BXII    Proteobacteria 
      Clase V       Epsilonproteobacteria 
         Orden I          Campylobacterales 
            Familia I             Campylobacteraceae 
               Género I                Campylobacter 
               Género II                Arcobacter 
               Género III                Sulfurospirillum 
            Familia II             Helicobacteraceae 
               Género I                Helicobacter 
               Genero II                Sulfurimonas 
               Género III                Thiovulum 
               Género IV                Wolinella 
            Familia III             Nautilaceae 
            Familia IV             Hydrogenimonaceae 
 
En la actualidad, el género Helicobacter contiene 39 especies que han sido 
descritas y validadas (http://www.bacterio.net/helicobacter.html). Estas se clasifican 
en dos grupos en función de si su reservorio es principalmente el estómago (Tabla 2) o 
el tracto intestinal (Tabla 3). 
 
Tabla 2: Especies gástricas del género Helicobacter (Parte, 2013) 
ESPECIE HOSPEDADOR REFERENCIA 
H. acinonychis guepardo Eaton et al. (1993) 
H. ailurogastricus gato Joosten et al. (2016) 
H. apri jabalí Zanoni et al. (2016) 
H. baculiformis gato Baele et al. (2008b) 
H. bizzozeronii perro Hänninen et al. (1996) 
H. cetorum delfín Harper et al. (2002) 
H. cynogastricus perro Van den Bulck et al. (2006) 
H. felis gato, perro Paster et al. (1991) 
H. heilmannii gato Smet et al. (2012) 
H. himalayensis marmota Hu et al. (2015) 
H. mustelae hurón Goodwin et al. (1989) 
H. nemestrinae macaco Bronsdon et al. (1991) 
H. pylori hombre, macaco Goodwin et al. (1989) 
H. salomonis perro Jalava et al. (1997) 




Tabla 3: Especies intestinales del género Helicobacter (Parte, 2013) 
ESPECIE HOSPEDADOR REFERENCIA 
H. anseris ganso Fox et al. (2006) 
H. aurati hámster Patterson et al. (2000) 
H. bilis ratón, perro y hombre Fox et al. (1995) 
H. brantae ganso Fox et al. (2006) 
H. canadensis hombre Fox et al. (2000) 
H. canicola perro Kawamura et al. (2016) 
H. canis perro, hombre Stanley et al. (1993) 
H. cholecystus hámster Franklin et al. (1996) 
H. cinaedi hombre, hámster y macaco Vandamme et al. (1991) 
H. equorum caballo Moyaert et al. (2007) 
H. fennelliae hombre Vandamme et al. (1991) 
H. ganmani ratón, perro y hombre Robertson et al. (2001) 
H. hepaticus ratón, perro y hombre Fox et al. (1994) 
H. macacae mono Fox et al. (2007) 
H. marmotae marmota y gato Fox et al. (2002) 
H. mastomyrinus roedor Shen et al. (2005) 
H. mesocricetorum hámster Simmons et al. (2000) 
H. muridarum ratón y rata Lee et al. (1992)  
H. pametensis aves y cerdo Dewhirst et al. (1994) 
H. pullorum pollo y hombre Stanley et al. (1994) 
H. rodentium ratón Shen et al. (1997) 
H. trogontum rata Mendes et al. (1996) 
H. typhlonius ratón Franklin et al. (2001) 
H. valdiviensis pájaro Collado et al. (2014) 
 
4.3. MORFOLOGÍA Y CARACTERÍSTICAS FISIOLÓGICAS DEL GÉNERO Helicobacter 
Todas las especies del género Helicobacter se caracterizan por ser bacilos Gram-
negativos no ramificados, con forma helicoidal, curvada o recta, de 0,3-1,0 m de 
ancho y de 1,5-5 m de largo. Presentan extremos redondeados y cuando son 
curvados muestran periodicidad espiral. No forman esporas. Las células de cultivos 
antiguos pueden formar estructuras esféricas o cocoides (Vandamme et al., 1991). 
Pueden tener un único flagelo polar (H. cinaedi y H. fenneillae) o múltiples flagelos 
laterales, unipolares o bipolares (H. pylori y H. mustelae), con una protuberancia 
terminal, de 2,5 m de longitud y 30 nm de grosor. Todos los flagelos están recubiertos 
por una vaina de estructura lipídica, igual que la membrana externa. Esta parece tener 





vivir, moverse a través de la mucosa y protegerse contra el ácido del estómago (Owen, 
1998). 
Son bacterias que viven en ambientes microaerófilos, con metabolismo de tipo 
respiratorio y que no utilizan carbohidratos. En los medios de cultivo típicos para 
Helicobacter originan, tras 2-5 días de incubación a 37°C, colonias no pigmentadas, 
translúcidas y de 1-2 mm de diámetro. Crecen a 30°C pero no a 25°C, siendo su 
temperatura óptima de crecimiento 37°C. Tienen actividad catalasa y oxidasa. No 
producen H2S y tampoco son capaces de hidrolizar el hipurato. Las especies gástricas 
sintetizan la enzima ureasa. Su contenido en G+C varía entre el 35 y el 44% 
(Vandamme et al., 1991). 
H. pylori es la especie tipo del género y la más importante en patología humana 
por su estrecha relación con la úlcera péptica y el cáncer gástrico (Dunn et al., 1997). 
En el estómago aparecen como bacilos cortos espirales o en forma de “S”, de 0,5 a 1 
m de ancho y aproximadamente 3 m de largo. Las bacterias cultivadas in vitro son 
menos espirales y aparecen más como bacilos curvados. Presentan de 4 a 6 flagelos 
polares envainados (Figura 3). En cultivos viejos aparecen formas cocoides (Bode et al., 
1993). Es inactivo frente a la mayoría de las pruebas bioquímicas e incapaz de utilizar 
carbohidratos ni por la vía fermentativa ni por la oxidativa. Produce catalasa y 
citocromo oxidasa, pero en mucha mayor cantidad produce ureasa y fosfatasa alcalina 
(Goodwin y Armstrong, 1990). 
 
 





El nicho en el cual vive H. pylori, la mucosa gástrica, presenta características 
peculiares y únicas. Para alcanzar este microambiente, la bacteria debe pasar a través 
de la cavidad oral y el tracto del esófago. Cuando llega al píloro, el pH en el lumen del 
estómago presenta valores de entre 1 y 4, condiciones que desnaturalizan la mayoría 
de las proteínas. Sin embargo, H. pylori sobrevive a estas condiciones, ya que es capaz 
de tamponar el pH en su zona más próxima debido a la acción de la enzima ureasa. 
Esta enzima, que H. pylori produce en abundancia, convierte la urea en amoniaco y 
dióxido de carbono, alcalinizando el medio y permitiendo que el microorganismo sea 




H. pylori se asocia específicamente con la mucosa gástrica humana. En la mayoría 
de los casos produce gastritis de tipo inflamatorio, aunque en muchos casos la 
presencia de este microorganismo resulta asintomática (Dunn et al., 1997; Correa y 
Piazuelo, 2011). Sin embargo, en algunos pacientes también existe la posibilidad de 
desarrollar una gastritis crónica de tipo superficial y/o úlcera gástrica. Los síntomas 
más comunes cuando los individuos presentan manifestaciones clínicas de gastritis o 
úlcera son nauseas, dolor abdominal, acidez o sangrado. La mayoría de ellos 
desaparecen rápidamente tras la erradicación de la bacteria mediante terapias con 
antibióticos. 
Todavía no se conoce claramente por qué en unos pacientes la enfermedad es 
casi asintomática mientras que en otros se producen enfermedades digestivas de 
diferente gravedad. Parece ser que algunos factores genéticos, ambientales o los 
factores de patogenicidad de la propia bacteria pueden influir en el desarrollo de la 
enfermedad (Höcker y Hohenberger, 2003). 
La infección crónica por H. pylori puede conducir al desarrollo de cáncer gástrico 
(Wroblewski et al., 2010). De hecho, H. pylori es actualmente la única bacteria con 
acción carcinógena demostrada. En el año 1994, la Agencia Internacional para la 





pylori como agente biológico carcinógeno para el hombre (categoría 1) por su estrecha 
relación con el cáncer gástrico y el linfoma gástrico de tipo MALT (tejido linfoide 
asociado a mucosas), lo cual se reconfirmó en 2009 (IARC Helicobacter pylori Working 
Group, 2014) (Figura 4). 
 
 
Figura 4: Enfermedades asociadas con H. pylori (Ryan et al., 2014, reproducida de Marshall, 
2002) 
 
Aproximadamente el 89% de los casos de cáncer gástrico no relacionados con el 
cardias estomacal, los cuales representan el 78% de todos los casos de cáncer gástrico, 
se atribuyen en la actualidad a una infección crónica por H. pylori (IARC Helicobacter 
pylori Working Group, 2014). El cáncer gástrico es actualmente la tercera causa de 
mortalidad por cáncer en el mundo y el quinto tipo de cáncer más diagnosticado. Las 
estimaciones más recientes del informe GLOBOCAN llevado a cabo en 2012 (Ferlay et 
al., 2013) indican que en ese año ocurrieron cerca de 1 millón de nuevos casos de 
cáncer gástrico en el mundo y aproximadamente 725.000 muertes por esta causa, lo 
cual supone el 7% de los nuevos casos de cáncer y el 9% del total de las muertes por 
cáncer. 
Recientemente, la IARC señaló como una prioridad mundial establecer 
estrategias de prevención del cáncer gástrico mediante la erradicación de H. pylori, y 
recomendó a todos los países que consideraran el incluir el cáncer gástrico en sus 




humanos actuales y futuros y del valor potencial de las estrategias de prevención (IARC 
Helicobacter pylori Working Group, 2014). A pesar de ello, la misma IARC señala que en 
estos momentos ningún país ha implementado ningún tipo de estrategia de 
prevención que incluya el control de H. pylori en el ambiente, debido en gran parte al 
desconocimiento existente sobre su epidemiologia. 
Por otra parte, la Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. ha incluido a H. 
pylori en la Lista 3 de candidatos para incorporar su control en la legislación sobre el 
control de patógenos ambientales (EPA, 2009). Sin embargo, la bacteria permanece 
como un candidato a la espera de obtener un método estándar para su detección. 
Una de las terapias de erradicación de H. pylori más extendida es la triple 
terapia, conocida como “OCA”, que consiste en el suministro de un inhibidor de la 
bomba de protones, omeprazol (20 mg/12h), como antisecretor, junto con 
claritromicina (500 mg/12 h) y amoxicilina (1 g/24h) como antibióticos, durante 7 a 10 
días. A los pacientes alérgicos a la amoxicilina se les suministra metronidazol (500 
mg/12h). Sin embargo, cada vez se detectan más fallos terapéuticos por la aparición de 
cepas resistentes. Recientemente, la Organización Mundial de la Salud  ha publicado 
una lista con las 12 bacterias que suponen un gran riesgo para la salud humana por su 
resistencia a distintos antibióticos, entre las cuales se encuentra H. pylori en el grupo 
de prioridad 2 (alto riesgo), por su resistencia a la claritromicina (OMS, 2017). Las 
recomendaciones nacionales e internacionales actuales sobre la terapia de 
erradicación de H. pylori proponen que, en zonas geográficas en las que la resistencia a 
la claritromicina sea superior al 15%, tal y como sucede en el sur de Europa, se 
abandone la terapia OCA y se utilicen pautas cuádruples con o sin bismuto (Chey et al., 
2017). De hecho, un estudio español propone abandonar la terapia triple como 
tratamiento de primera línea por las bajas tasas de erradicación alcanzadas y 
recomienda la pauta OCAM (inhibidor de la bomba de protones, claritromicina, 
amoxicilina y metronidazol) durante 14 días (Gisbert et al., 2016). Sin embargo, debido 
a la dificultad de disponer de datos locales y actualizados de resistencia a 
claritromicina, la triple terapia clásica “OCA” ampliada hasta 14 días podría 
considerarse una opción en zonas en las que se tenga evidencia de estar alcanzando 






La infección por H. pylori es una de las infecciones crónicas más comunes en la 
humanidad. Desde que se produjera en 1983 el descubrimiento de la existencia de la 
infección en los seres humanos, se han llevado a cabo numerosos estudios 
epidemiológicos sobre la misma. Estos han tenido como objetivo determinar su 
prevalencia, identificar factores de riesgo que pudieran participar en su adquisición, así 
como detectar su modo de transmisión. Actualmente se estima que más de la mitad de 
la población mundial, aproximadamente 4,4 mil millones de personas, está infectada 
con esta bacteria (Hooi et al., 2017) (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Prevalencia mundial de H. pylori. Adaptado de 
https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/HP2016.html  
 
Sin embargo, existe una amplia variabilidad en la prevalencia de H. pylori entre 
regiones y países. Las regiones con prevalencias más altas son África (79,1%), América 
Latina y el Caribe (63,4%) y Asia (54,7%). Por el contrario, las prevalencias más bajas se 
encuentran en las regiones de América del Norte (37,1) y Oceanía (24,4%). El país con 
la prevalencia de H. pylori más baja es Suiza (18,9%). España tiene una prevalencia del 
54,9% (Figura 6). En los últimos años la prevalencia de H. pylori ha ido disminuyendo 




niveles estables, aunque elevados, en los países en desarrollo o recientemente 
industrializados (Hooi et al., 2017). 
 
 
Figura 6: Prevalencia de H. pylori en Europa. Adaptado de 
https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/HP2016.html  
 
Esta gran diferencia en la prevalencia de H. pylori probablemente refleja el nivel 
de urbanización, sanidad, acceso a agua limpia y el estatus socioeconómico de la 
población (Hooi et al., 2017). De hecho, existen grandes diferencia en la prevalencia de 
H. pylori dentro de un mismo país. Por ejemplo, en Estados Unidos, en personas 
blancas no hispánicas esta prevalencia oscila entre el 18,4% y el 26,2% de la población, 
mientras que en personas no blancas varía entre el 34,5 y el 61,6% (Everhart et al., 
2000; Cardenas et al., 2006). Además, alcanza el 75,0% en la población nativa de 
Alaska (Parkinson et al., 2000). 
En África, pese a la alta prevalencia de H. pylori, las tasas de cáncer gástrico 
permanecen bajas comparadas con las de China o Japón. Para explicar esta cuestión se 
han postulado factores relacionados con la variable virulencia de diferentes cepas, el 





Es probable que la verdadera prevalencia de H. pylori esté subestimada, 
especialmente en áreas con acceso limitado a instalaciones sanitarias. Además, H. 
pylori no se incluye rutinariamente en revisiones de salud, lo cual reduce la posibilidad 
de identificar su presencia en la población general. Asimismo, se podría también estar 
submestimando la prevalencia global de H. pylori, ya que la infección bacteriana tiende 
a desaparecer en las personas mayores, con la progresión de las lesiones gástricas 
(Hooi et al., 2017). Esto podría explicar por qué la prevalencia de esta bacteria parece 
que se haya mantenido estable en partes de Asia, América Latina y el Caribe cuando se 
compara con áreas desarrolladas de Europa, América del Norte y Oceanía. 
 
4.6. MODO DE TRANSMISIÓN 
El modo de transmisión de H. pylori ha sido fuertemente debatido y hasta el 
momento no se ha determinado con exactitud (Percival et al., 2009; Eusebi et al., 




Se cree que el modo de transmisión persona-persona es la ruta más probable en 
países desarrollados, aunque en países en vías de desarrollo también juega un papel 
importante. Se ha demostrado que el contacto personal cercano, particularmente con 
familiares, es un factor de riesgo para la transmisión de la enfermedad (Dominici et al., 
1999; Escobar y Kawakami, 2004). 
La transmisión persona-persona puede ocurrir mediante varias rutas, siendo las 
más probables la fecal-oral, oral-oral y la gastro-oral. 
H. pylori ha sido cultivado a partir de heces de individuos infectados (Thomas et 
al., 1992; Kelly et al., 1994; Falsafi et al., 2007), existiendo cada vez más evidencias que 
sugieren una ruta de transmisión fecal-oral para H. pylori (Mladenova et al., 2006). Sin 
embargo, esta ruta sigue siendo cuestionada, ya que la concentración de H. pylori en 
las heces es considerada baja, particularmente cuando se compara con la de otros 




cultivo de H. pylori a partir de heces se ha conseguido en muy pocas ocasiones, aunque 
la presencia de sus antígenos y su DNA en heces de individuos infectados es un hecho 
común (Ford y Axon, 2010). 
H. pylori también ha sido encontrado en saliva, placa dental y en la cavidad oral 
(Fernández-Tilapa et al., 2011; Rasmussen et al., 2010; Cellini et al., 2010), lo que 
sugiere que éstos podrían ser reservorios de H. pylori, apoyando la existencia de la ruta 
oral-oral. Un estudio relativamente reciente (Zou y Li, 2011) mostró que la prevalencia 
de H. pylori en la cavidad oral de pacientes infectados fue significativamente superior a 
la de los pacientes no infectados. Además, demostraba que la tasa de erradicación de 
H. pylori del estómago es mucho mayor que la de la cavidad oral, sugiriendo que H. 
pylori en la cavidad oral podría ser una fuente de reinfección después de la 
erradicación de la infección gástrica. Sin embargo, la imposibilidad de haber cultivado 
H. pylori a partir de estos reservorios plantea ciertas reservas sobre esta hipótesis, ya 
que la detección de DNA de la bacteria no implica que el microorganismo esté vivo y 
sea infectivo. 
Asimismo, dado que una infección aguda por H. pylori puede causar vómitos, se 
facilitaría la diseminación y supervivencia de la bacteria, dando lugar a una ruta de 
transmisión gastro-oral. Luzza et al. (2000), en un estudio realizado en cien niños y 
adolescentes en Italia, concluyeron que, en los hermanos estudiados, existía una 
relación directa entre la infección y la historia de vómitos, sugiriéndose que esta ruta 
podría ser más importante en niños que la fecal-oral o la oral-oral. Además, Leung et 
al. (1999) consiguieron cultivar H. pylori procedente del vómito de niños con 
gastroenteritis, lo cual también apoya la existencia de la ruta gastro-oral. 
 
Transmisión por agua: 
Aunque el nicho natural de H. pylori es el estómago humano, para su transmisión 
indirecta el organismo necesita sobrevivir en el medio ambiente externo. Mientras que 
la principal ruta de transmisión queda lejos de estar clara, la prevalencia de la infección 
por H. pylori muestra una fuerte correlación con el acceso a agua limpia. Por tanto, la 





regiones del mundo donde la calidad de la misma es baja, y podría ser una razón para 
la diferencia observada en la prevalencia de H. pylori entre países desarrollados y en 
vías de desarrollo (Bunn et al., 2002). 
H. pylori se ha detectado en plantas de depuración de aguas residuales, tanto en 
el afluente como en el efluente. Moreno y Ferrús (2012) analizaron 45 muestras de 
agua residual y consiguieron cultivar H. pylori en 6 de ellas. Bai et al. (2016) detectaron 
H. pylori mediante PCR y qPCR y también consiguieron cultivos de la bacteria a partir 
de agua residual tratada.  
H. pylori también se ha detectado en agua potable, tanto por PCR convencional 
(Moreno et al., 2003; Benson et al., 2004; Watson et al., 2004; Khan et al., 2012; 
Amirhooshang et al., 2014; El-Sharouny et al. 2015) como por qPCR (Liu et al., 2008; 
Santiago et al., 2015). Sin embargo, la presencia de DNA no implica que la bacteria sea 
viable, lo cual se demostraría mediante cultivo o el uso de técnicas moleculares que 
sean capaces de determinarla. Al Sulami et al. (2010) y Santiago et al. (2015) 
consiguieron cultivar H. pylori a partir de aguas potables en Iraq y España, 
respectivamente. Además, Santiago et al. (2015) mostraron, mediante las técnicas 
moleculares indicadoras de viabilidad DVC-FISH y PMA-qPCR, que 6 de las 16 muestras 
de agua potable en las que se había detectado H. pylori contenían formas viables de la 
bacteria, indicando que el sistema de distribución de agua potable podría ser una ruta 
de transmisión para H. pylori.  
Los niveles de cloro en sistemas de distribución de aguas oscilan entre 0,1 y 0,3 
mg/l. En tratamientos inadecuados, interrumpidos o intermitentes, es posible que no 
se produzca una adecuada inactivación de H. pylori para prevenir la entrada y 
persistencia de la bacteria dentro de los sistemas de distribución de agua, suponiendo 
un riesgo de infección para los individuos que consuman estas aguas tratadas de forma 
deficiente (Baker et al., 2002). De hecho, Bunn et al. (2002) llevaron a cabo un estudio 
sobre la presencia de H. pylori en biopelículas en el sistema de distribución de agua 
potable de Gambia para determinar si el consumo de esta agua supone un factor de 
riesgo para la adquisición de la bacteria en niños. Durante el estudio, la disponibilidad 
del agua se redujo inesperadamente y se empezó a consumir agua superficial, lo cual 




cuando la calidad y disponibilidad del agua mejoraron, H. pylori se adquirió 
significativamente a una edad más avanzada. En este caso, aunque no se consiguió 
cultivar la bacteria a partir de las biopelículas formadas en el sistema de distribución 
del agua potable, sí que se detectó DNA de H. pylori en ellas. 
Parece que esta bacteria es capaz de tolerar los tratamientos de desinfección 
mejor que los indicadores fecales básicos (Azevedo et al., 2004). Por esta razón, es 
razonable sugerir que H. pylori puede estar presente en aguas cuando la enumeración 
de coliformes en medios selectivos indique que el agua es potable. Es más, es 
concebible que H. pylori sea capaz de persistir durante largos periodos de tiempo en 
sistemas de distribución de agua que contengan bajos niveles de cloro residual. Esto 
está reforzado por estudios que demuestran que H. pylori puede ser más resistente al 
cloro libre que E. coli (Johnson et al., 1997). De hecho, Moreno et al. (2007) realizaron 
un estudio in vitro en el que expusieron a H. pylori a una concentración de cloro libre 
de 0,96 mg/l y demostraron, mediante técnicas moleculares indicadoras de viabilidad, 
que H. pylori puede sobrevivir a los tratamientos de desinfección normalmente 
aplicados en las aguas potables, aunque pierde su capacidad de crecimiento sobre 
medios de cultivo. 
H. pylori también es capaz de sobrevivir en biopelículas cuando crece en altas 
condiciones de C:N (Percival et al., 2004). Stark et al. (1999) demostraron que H. pylori 
es capaz de formar biopelículas insolubles al agua, lo cual podría conferirle un 
aumento de la resistencia frente a las defensas del hospedador y a los antibióticos o 
factores ambientales desfavorables, facilitando su crecimiento y supervivencia. Por 
tanto, la asociación de H. pylori con comunidades de biopelículas dentro de un sistema 
de distribución de aguas podría ofrecer a la bacteria protección frente a la desinfección 
y a la predación por protozoos (Watson et al., 2004). 
Algunas FLA pueden actuar como hospedadores de bacterias resistentes a las 
amebas (ARB) y favorecer su protección y diseminación en los sistemas de agua (Loret 
y Greub, 2010). De hecho, las biopelículas parecen ser el lugar donde principalmente 
ocurre la colonización de FLA por bacterias resistentes a las amebas (Loret y Greub, 
2010). Debido al bajo porcentaje de supervivencia de H. pylori en aguas, se sospecha 





tratamientos, y a través de ellas llegar a los humanos. En este sentido, actualmente 
existen pocos trabajos que estudien esta relación, y los que existen han sido llevados a 
cabo exclusivamente in vitro (Winiecka-Krusnell et al., 2002; Smith y Ashbolt, 2012). 
Debido a que la forma habitual de H. pylori en aguas es la forma VBNC (viable no 
cultivable), siendo la bacteria incapaz de crecer en los medios de cultivo conocidos 
(Signoretto et al., 2000), se ha recurrido a diferentes métodos moleculares para la 
detección de este patógeno en aguas. Se han publicado diversos artículos en los que se 
detecta la presencia de H. pylori mediante PCR en aguas residuales (Moreno y Ferrús, 
2012; Bai et al., 2016) e incluso en aguas potables (Watson et al., 2004). También se 
han utilizado métodos sensibles como la qPCR (Zhang et al., 2012b), que han revelado 
la presencia de este patógeno. Pero en estos casos, sólo se ha demostrado la presencia 
del DNA de esta bacteria. La primera vez que se identificaron formas viables de H. 
pylori en aguas residuales depuradas se realizó mediante la técnica DVC-FISH (Piqueres 
et al., 2006). 
 
Transmisión por alimentos: 
Actualmente existen diversos estudios que abordan el papel de la transmisión de 
H. pylori a través de los alimentos. En concreto, los tipos de alimentos más estudiados 
son la leche y las verduras. 
Los productos derivados de los animales, y más concretamente la leche sin 
tratar, se consideran como una posible fuente de infección humana con H. pylori, ya 
que se ha detectado su DNA en este tipo de muestras (Dore et al., 1999; Momtaz et al., 
2014). Contrariamente, otros estudios no han obtenido resultados positivos de la 
presencia de H. pylori en muestras de leche, lo que podría explicarse por una desigual 
distribución geográfica de la bacteria (Turutoglu y Mudul, 2002; Tabatabaei, 2012). 
Mousavi et al. (2014) estudiaron muestras de productos que habían sido producidos 
usando leche sin pasteurizar y demostraron la presencia de H. pylori en el 19,8% de las 
muestras de leche analizadas, 30% de las muestras de queso, 15% de las de crema, 5% 
de las de mantequilla y 27% de las de crema de arroz analizadas. Además, otros 




deberse a que las ovejas juegan un papel importante en la transmisión de esta bacteria 
(Papież et al., 2003; Plonka et al., 2006). 
Respecto a las verduras, Atapoor et al. (2014) realizaron un estudio con 460 
vegetales, entre los que se incluían espinacas y lechugas, y detectaron H. pylori 
mediante cultivo en el 9,56% de las muestras y mediante PCR en el 10,86% de las 
mismas. Yahaghi et al. (2014) analizaron 380 muestras de verduras y 50 muestras de 
ensaladas comerciales y demostraron, mediante cultivo y posterior confirmación por 
PCR, que el 13,68% de las muestras de verduras y el 14% de las de ensalada contenían 
H. pylori. Estos resultados demuestran que las verduras son una probable fuente de 
transmisión de H. pylori a los humanos. La forma mediante la cual H. pylori puede 
llegar a los vegetales es, probablemente, mediante el agua de riego o el agua usada 
para su lavado (Mazari-Hiriart et al., 2008). 
 
4.7. ESTADO VIABLE NO CULTIVABLE (VBNC) 
Desde que en 1982 Xu et al. (1982) publicaran su trabajo sobre la supervivencia y 
viabilidad de células no cultivables de E. coli y Vibrio cholerae en ambientes marinos, 
se han publicado más de 400 estudios en los que se describen varios aspectos de lo 
que se conoce como el estado VBNC. Se sabe que un gran número de 
microorganismos, tanto patógenos como no patógenos, entran en este estado de 
latencia, en el que no son capaces de crecer en los medios de cultivo habituales, 
aunque mantienen su capacidad metabólica (Oliver, 2000a). Este hecho es de gran 
importancia en los estudios microbiológicos, en los que el cultivo se emplea a menudo 
como el único indicador de viabilidad, lo que supone que podría estar infravalorándose 
su potencial como agentes infecciosos (Oliver, 2005a). 
La lista de bacterias patógenas que pueden entrar en el estado VBNC es cada vez 
más amplia e incluye no sólo a aquellas bacterias que infectan a los humanos, sino 
también las que infectan a diversos animales y a plantas (Oliver, 2010). En 2015, Pinto 
et al. (2015) revisaron las bacterias con estado VBNC conocido y presentaron una lista 





spp., E. coli (incluyendo las cepas patógenas), H. pylori, L. penumophila, P. aeruginosa 
o Vibrio spp. 
Las células entran en el estado VBNC como una respuesta a condiciones de 
estrés, tales como la falta de nutrientes (Cook y Bolster, 2007), la incubación fuera de 
su rango de temperatura (Besnard et al., 2002; Wong y Wang, 2004), elevadas o bajas 
concentraciones osmóticas (Asakura et al., 2008), la concentración de oxígeno (Kana et 
al., 2008), la temperatura (Phillips, 2001) o la exposición a la luz (Gourmelon et al., 
1994). Estos tipos de estrés ambiental podrían ser letales si las células no entrasen en 
este estado de latencia. Por ejemplo, Oliver (2005b) determinó que el tratamiento de 
cloración del agua residual promovía que las células entrasen en el estado VBNC. Por 
todo ello, se cree que es una estrategia de supervivencia en respuesta a condiciones 
ambientales desfavorables, y parece que el estado VBNC constituye un reservorio 
importante de patógenos en el medio ambiente (Lleò et al., 2007). 
El tránsito a este estado se ha relacionado con cambios morfológicos en estas 
bacterias, las cuales adquieren una forma esférica o cocoide, haciéndose más 
pequeñas. Esta disminución del tamaño celular permitiría que las células tuvieran una 
mayor superficie para la captación de nutientes mientras mantienen la menor cantidad 
de masa celular (Krebs y Taylor, 2011). Por ejemplo Vibrio vulnificus mide 2 µm de 
largo en su fase de crecimiento logarítmica, pero se reduce hasta 0,6 µm de diámetro 
en su estado VBNC. Sin embargo, otros autores han demostrado la existencia de 
células en estado VBNC que conservan su morfología espiral (Lázaro et al., 1999). 
En este estado las células cambian la composición de la pared y membrana 
celulares, la expresión génica, la resistencia física y química, sus propiedades de 
adherencia y su potencial de virulencia; también disminuyen la síntesis de 
macromoléculas y las tasas de respiración, aunque mantienen altos niveles de ATP y 
potencial de membrana (Oliver, 2010; Li et al., 2014). 
Aunque pierden su capacidad para crecer en medios, mantienen la viabilidad y 
parece que también la patogenicidad (Signoretto et al., 2000). Sin embargo, no todos 
los investigadores consideran que los patógenos sean capaces de iniciar un proceso de 
infección cuando se encuentran en el estado VBNC. Por ejemplo, Cappelier et al. 




de células VBNC de Listeria monocytogenes. De hecho, parece más probable que los 
patógenos no sean capaces de iniciar la enfermedad cuando se encuentran en su 
estado VBNC, y la infección solo pueda ser iniciada después de su reversión al estado 
cultivable y metabólicamente activo. 
El estado VBNC de H. pylori se describió en 2005 (Oliver, 2005b). Este estado 
suele asociarse con una modificación de su morfología espiral elongada para 
transformarse en una forma cocoide (esférica), con la consiguiente pérdida de 
cultivabilidad (Cellini et al., 1998; Andersen y Rasmussen, 2009) (Figura 7). 
 
 
Figura 7: Microfotografías de transmisión electrónica mostrando la morfología de H. pylori. A: 
bacilo; B: coco. Aumentos originales x20000 (Cellini, 2014) 
 
Costa et al. (1999) demostraron que el cambio de morfología en H. pylori está 
relacionado con su condición de resistencia, debido a que se produce una modificación 
significativa en la pared celular parecida a la de las endosporas. De hecho, también 
mostraron que el peptidoglicano de las células cocoides de H. pylori es similar al de los 
esporulados de Bacillus sphaericus.  
En el estado cocoide se observa una pequeña disminución en el contenido de 
DNA, aunque este mantiene su integridad (Moreno et al., 2007). A pesar de la 
disminución de los niveles de DNA y RNA, no hay degradación de los ácidos nucleicos 
ni de los plásmidos, y la síntesis de ureasa y la presencia y posible expresión de toxina 
vacuolizante serían argumentos que apoyarían el posible papel de las formas VBNC 





Sin embargo, en la actualidad, todavía existe controversia sobre la viabilidad e 
infecciosidad de estas formas (Andersen y Rasmussen, 2009). Debido a que se 
detectan estas formas viables no cultivables con mucha frecuencia en el agua, si la 
forma cocoide fuera viable e infecciosa, no habría duda sobre la importancia del agua 
para la transmisión de H. pylori. 
Dos años después de la primera descripción del estado VBNC, investigadores del 
mismo laboratorio describieron la “resucitación” de Salmonella enteriditis (Roszak et 
al., 1984). Desde ese momento han sido muchos los estudios que demuestran que 
distintas especies capaces de adquirir el estado VBNC tienen la capacidad de 
“resucitar”, es decir, de revertir de ese estado, volviendo a ser cultivables una vez las 
condiciones adversas se vuelven óptimas para su desarrollo (Pinto et al., 2015). En el 
caso de H. pylori, se ha publicado algún trabajo en el que formas VBNC de la bacteria 
son capaces de volver a crecer en medios de cultivo (Andersen et al., 1997; Cellini et 
al., 1998; Kurokawa et al., 1999). Recientemente, Richards et al. (2011) cuantificaron 
los niveles de RNA y del gen cdrA, relacionado con la división celular, para demostrar la 
resucitación de formas VBNC de H. pylori utilizando un medio de cultivo líquido 
especializado suplementado con minerales, eritrocitos y suero humanos. 
De forma general, los estudios admiten que el estado celular VBNC es una 
herramienta de supervivencia que confiere a las bacterias la capacidad de persistir en 
ambientes con condiciones adversas. Dado que estas formas celulares podrían ser 
infectivas, pero no pueden ser detectadas mediante los métodos convencionales de 
cultivo, plantean un riesgo de salud pública significativo. De esta forma, se necesitan 
métodos alternativos no dependientes de cultivo para demostrar que las células en 
este estado están vivas (Oliver, 2010). 
 
5. AMEBAS DE VIDA LIBRE (FLA) 
Las amebas de vida libre (FLA) son un grupo heterogéneo de protozoos 
encontrados en todo el mundo (Rodríguez-Zaragoza, 1994). El término “ameba” deriva 
de la palabra griega amoibé, la cual significa “cambiante” y precisamente hace 




libre porque tienen la capacidad de existir en la naturaleza como organismos libres, 
aunque ocasionalmente sean capaces de invadir a un hospedador y vivir como 
parásitos de éste (Page et al., 1988). Por esta razón a las FLA también se las conoce 
como amebas anfizoicas, pese a que este término no es el más comúnmente utilizado. 
 
5.1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS 
A finales del siglo XIX se mencionó por primera vez a una ameba que se 
transformaba en un flagelado, a la que se nombró Amoeba gruberi. Unos años más 
tarde, Alexeieff acuñó el nombre del género Naegleria y Craig estableció que este 
género tenía poco interés médico, ya que no contenía ningún organismo que afectara 
a los humanos. No fue hasta finales de la década de 1960 cuando se descubrió que 
Naegleria podía provocar una terrible enfermedad en humanos. Esta Naegleria 
patógena fue descrita por Carter como una especie separada, Naegleria fowleri, en 
honor a Fowler, quien describió los primeros casos de la enfermedad en 1965 en 
Australia. En 1966 esta enfermedad se nombró como meningoencefalitis amebiana 
primaria (PAM) (De Jonckheere, 2014). 
También a finales del siglo XIX, Dangeard aisló Sappinia de cultivos antiguos de 
excrementos de caballo. Se trataba de Sappinia pedata, una FLA binucleada con un 
glicocálix denso. La segunda especie del género Sappinia, Sappinia diploidea, fue 
descrita originalmente por Hartmann y Nägler en 1908. La llamaron Amoeba diploidea 
y consiguieron aislarla del colon de un lagarto. En 1912, Alexeieff transfirió A. diploidea 
al género Sappinia. Este género se definió como de amebas generalmente binucleadas 
con división promitótica (Walochnik, 2010). 
Por otra parte, en 1913 Puschkarew aisló una ameba a partir de polvo y la 
nombró Acanthamoeba polyphagus. Esta misma ameba sería renombrada por Page 
como Acanthamoeba polyphaga. En 1930, Castellani aisló una ameba que se 
encontraba como contaminante en un cultivo del hongo Cryptococcus paratoseus. 
Basándose en su morfología, la ameba fue clasificada dentro del género Hartmannella 
(actualmente renombrado como Vermamoeba), como Hartmannella castellanii. En 





determinó que el género Hartmannella no tenía nada en común con Acanthamoeba 
excepto por un patrón mitótico similar, el cual comparten con muchas otras amebas 
(Fuerst et al., 2014). 
Pese a que el descubrimiento de Acanthamoeba se realizó a principios del siglo 
XX, no fue hasta la década de 1950 cuando esta ameba empezó a cobrar importancia, 
al descubrirse su capacidad patógena tanto en animales como en personas. Además, 
también en la misma década se descubrió que esta ameba tiene la capacidad de 
albergar a bacterias endosimbiontes en su interior y que está relacionada con la 
legionelosis (Kahn, 2015). 
A lo largo de los años se han descrito casos de encefalitis por amebas, y, aunque 
estas no podían ser inequívocamente identificadas como Acanthamoeba o Naegleria, 
se consideraba que eran Acanthamoeba simplemente por el hecho de observar quistes 
en las secciones de cerebro analizadas (Visvesvara et al., 2007). Fue en el año 1986 
cuando se aisló una ameba morfológicamente distinta de Acanthamoeba del cerebro 
de un mandril que murió de meningoencefalitis en el parque natural de San Diego 
(California) (Visvesvara et al., 1990) y se estableció que también era la responsable de 
los casos de encefalitis anteriores en los que las amebas no habían podido identificarse 
(Schuster y Visvesvara, 2004). En un primer momento se la describió como a una 
ameba leptomíxida (por su parecido con las amebas del suelo incluidas dentro de la 
familia Leptomyxidae), pero, en 1993 fue diferenciada de las amebas de esta familia 
mediante observación al microscopio, tests de patogenicidad y análisis antigénicos y 
genéticos, lo que derivó en la designación de un nuevo género y especie, Balamuthia 






Las FLA son organismos ubicuos que se han aislado en el medio ambiente del 
suelo (Reyes-Batlle et al., 2014, Denet et al., 2017), del agua (García et al., 2013; 
Montalbano Di Filippo et al., 2015) y del aire (Rivera et al., 1994). Además se han 
aislado de otros ambientes, como lentillas y estuches para guardarlas (Martín-Navarro 
et al., 2008; Gomes et al., 2016), aires acondicionados (Astorga et al., 2011) e incluso 
vegetales (Chavatte et al., 2016). 
De todos estos ambientes el más estudiado es el agua. Se han detectado e 
identificado FLA en aguas residuales (García et al., 2011; Magnet et al., 2013; Mosteo 
et al., 2013), potables (Thomas et al., 2008; Delafont et al., 2013; Magnet et al., 2013), 
de río (Niyyati et al., 2012; Magnet et al., 2013), de pozo (Baquero et al., 2014; 
Montalbano Di Filippo et al., 2015), recreacionales (Heggie, 2010; Sifuentes et al., 
2014; Reyes-Batlle et al., 2017), embotellada (Maschio et al., 2015a) y de uso industrial 
(Scheikl et al., 2014). 
Su abundancia y diversidad en el ambiente dependen en gran medida de la 
estación, la temperatura, la humedad, las lluvias, el pH y la disponibilidad de nutrientes 
(Rodríguez-Zaragoza, 1994; Anderson, 2000; Bass y Bischoff, 2001). Las FLA son más 
abundantes a pH 7,6; su abundancia disminuye a pH 7,3-7,5 y 7,7-7,8 y es incluso 
menor a pH 7-7,2 y 7,9-8. Sin embargo, algunas amebas pueden tolerar niveles de pH 
de 8,6 o superiores. Las FLA normalmente toleran temperaturas de 10 a 30°C 
(Rodríguez-Zaragoza, 1994). Las termotolerantes, como Naegleria fowleri, crecen bien 
por encima 37°C, y algunas cepas de Vermamoeba pueden incluso tolerar 48°C (Griffin, 
1983). 
 
5.3. CICLO DE VIDA 
Las FLA tienen al menos dos estados de desarrollo: el trofozoito, la forma 
vegetativa metabólicamente activa mediante la cual es capaz de moverse, alimentarse 






El proceso por el cual las amebas pierden su movimiento de pseudópodos 
característico y se proveen de una pared protectora e impenetrable se denomina 
enquistamiento (Murti y Shukla, 1984). Este fenómeno es eficientemente inducido 
bajo ciertas condiciones, como la falta de nutrientes, estrés osmótico o como 
respuesta a toxinas bacterianas (Fritzinger y Marciano-Cabral, 2004; Lee et al., 2012) 
(Figura 8). Los cuerpos redondos resultantes del enquistamiento son los quistes. Estos 
son inmóviles y metabólicamente inertes. Los quistes son mucho más resistentes a los 
tratamientos biocidas que los trofozoitos y pueden resistir durante largos periodos de 
tiempo bajo condiciones ambientales desfavorables (Fouque et al., 2012). Las FLA 
enquistadas están protegidas de la desecación, la falta de nutrientes, y una gran 
variedad de agentes tanto químicos (desinfectantes y antimicrobianos) como físicos 
(calor, frío, radiación ultravioleta) (Aksozek et al., 2002). Por tanto, tienen un papel 
estratégico en la supervivencia y propagación de FLA (Fouque et al., 2012). Los quistes 
tienen una doble pared exterior, la pared del quiste. Su forma depende del género y 
especie de cada FLA, y es la base para su identificación morfológica (Fouque et al., 
2012). Sin embargo, las condiciones de cultivo pueden afectar a la morfología de los 
quistes, por lo que las identificaciones únicamente basadas en la morfología son poco 
fiables (Stratford y Griffiths, 1978). De hecho, actualmente muchos autores realizan la 




Figura 8: Representación esquemática de la diferenciación de Acanthamoeba culbertsoni 




Los quistes se deshacen de su cubierta y vuelven a su forma vegetativa, el 
trofozoito, responsable de la infección, mediante el proceso denominado 
desenquistamiento (Murti y Shukla, 1984), que es inducido cuando las condiciones del 
medio se vuelven favorables (Rodríguez-Zaragoza, 1994) (Figura 8). Los trofozoitos se 




Figura 9: Ciclo biológico de A: Acanthamoeba, B: B. mandrillaris, y C: N. fowleri. Adaptado de la 
web de Center of Disease and Control 
(https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html) 
 
El trofozoito de Acanthamoeba es unicelular, con un núcleo de gran tamaño y 
una gran vacuola contráctil que controla el contenido de agua en la célula. 
Dependiendo de la especie de Acanthamoeba, el tamaño de los trofozoitos varía entre 
25 y 40 µm. Presenta unas proyecciones filamentosas en su superficie llamadas 
acantopodos, de donde le viene el prefijo “acantha-” de su nombre, el cual significa 
“espina” en griego. Estas estructuras participan en su adhesión a superficies, tanto 
inertes como biológicas (Figura 10A) (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Khan, 2009). El 
quiste es una estructura redondeada que presenta una doble pared. La pared externa, 
el ectoquiste, es rugosa con pliegues y ondas, y la pared interna, el endoquiste, está 
formada por celulosa y se une al ectoquiste (Figura 10B). Su tamaño varía entre 13-20 







Figura 10: Microfotografías de Acanthamoeba castellanii. A: Trofozoito; B: diferentes 
morfologías de quistes (Kong, 2009) 
 
En el caso de B. mandrillaris, el trofozoito se mueve lentamente comparado con 
otras FLA, con una velocidad estimada de 0,15 µm/s (Schuster et al., 2003). Tienen un 
diámetro de 30-60 µm y generalmente presentan un único nucleo, aunque se han 
observado formas binucleadas y multinucleadas (Figura 11A) (Visvesvara et al., 2007; 
Siddiqui y Khan, 2008). Los quistes miden 10-30 µm, son esféricos y uninucleados. La 
pared del quiste no tiene poros y está hecha de tres capas: 1- una capa externa, el 
ectoquiste, que es arrugada; 2- una pared intermedia, el mesoquiste, que tiene una 
composición reticulada y 3- una pared interior, el endoquiste, que envuelve al 
citoplasma (Figura 11B). 
 
 
Figura 11: Trofozoito y quiste de B. mandrillaris. A: Microfotografía de contraste de fases de un 
trofozoito de B. mandrillaris. Flecha: núcleo. Barra: 10 µm (Schuster y Visvesvara, 2004); B: 
Microfotografía electrónica de transmisión de un quiste de B. mandrillaris. Ec: ectoquiste; En: 




Por último, N. fowleri es un ameboflagelado que presenta una fase flagelada 
transitoria, además de las fases de trofozoito y quiste. El trofozoito tiene un diámetro 
de 10-25 µm, se mueve rápidamente y su locomoción es sinusoide (Figura 12A). Se 
transforma en la forma flagelar, que normalmente presenta dos flagelos en un 
extremo, cuando cambia la concentración iónica del medio. Sin embargo, esta forma 
puede reconvertirse en trofozoito cuando las condiciones vuelven a ser favorables 
(Figura 12B). En el estado flagelado la ameba tiene forma de pera, una longitud de 10-
16 µm y normalmente revierte a la forma ameboide, al trofozoito, en menos de una 
hora (Visvesvara et al., 2007). El quiste tiene un diámetro de 8-20 µm y es 
normalmente esférico con una doble pared, formada por un endoquiste grueso y un 
exoquiste fino, que tiene poros difícilmente observables en el microscopio óptico 
(Figura 12C) (Schuster y Visvesvara, 2004; Visvesvara, 2007). 
 
 
Figura 12: N. fowleri. A: Trofozoito; B: Flagelado; C: Quiste. Observación a 1000x (Visvesvara, 
2007) 
 
5.4. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LAS FLA PATÓGENAS 
Las FLA se engloban dentro del reino Protista, descrito por Ernst Haeckel en 
1866, un grupo diverso de organismos unicelulares que contiene a aquellos eucariotas 
que no pueden ser clasificados en ningún otro reino eucariota, como el de los hongos, 
animales o plantas (Khan, 2009). 
La última clasificación de estos eucariotas fue llevada a cabo por el Comité de 
Sistemática y Evolución de la Sociedad Internacional de Protistólogos (Adl et al., 2012) 
y sitúa a los géneros Acanthamoeba y Balamuthia dentro del filo Amoebozoa, la clase 
Discosea, la subclase Longamoebia y el orden Centramoebida. El género Sappinia se 





Thecamobidae. Por último, el género Naegleria se sitúa dentro del grupo Excavata, el 




Figura 13: Clasificación taxonómica de las FLA patógenas. Adaptado de Adl et al. (2012) 
 
5.5. PATOGENICIDAD 
En 1958 Culbertson advirtió por primera vez el potencial patógeno de las FLA. Se 
observó que la citopatología producida en los cultivos de células de riñón de mono que 
usaban para crecer el virus poliovirus era causada por Acanthamoeba y no por un virus 
de simio, como originalmente pensaban. Más tarde Culbertson observó que cuando 





El primer caso humano de meningoencefalitis amebiana fue descrito en 
Australia. En primer lugar se pensó que el agente etiológico causante era 
Acanthamoeba, sin embargo, más tarde se identificó como Naegleria. Los primeros 
casos que claramente establecieron Acanthamoeba como un agente causante de 
enfermedad en humanos surgieron en la década de 1970. Se ha de tener en cuenta 
que en algunos estudios, particularmente los más tempranos, se refieren a las 
infecciones causadas por Acanthamoeba como causadas por Hartmannella 
(actualmente conocida como Vermamoeba) o incluso usan estos dos nombres 
indistintamente (Schuster y Visvesvara, 2004). 
El primer caso reconocido de una infección por Balamuthia fue identificado por 
Visvesvara et al. (1990) en un babuino que murió en un zoo, aunque en humanos se 
detectó poco después (Visvesvara et al., 1993; Schuster y Visvesvara, 2004). 
En 2001 se describió un caso de encefalitis humana que fue causado por una 
ameba morfológicamente distinta a las especies previamente asociadas con la 
infección en humanos (Gelman et al., 2001). Esta ameba fue identificada 
posteriormente como Sappinia diploidea en base a sus características morfológicas 
(Gelman et al., 2003; Schuster y Visvesvara, 2004). 
 
5.5.1. PATOGENICIDAD DE Acanthamoeba spp. 
Acanthamoeba es un patógeno oportunista cuyo hábitat natural es la naturaleza. 
Sin embargo, si encuentra un huésped susceptible es capaz de infectarlo y producir 
enfermedad (Khan, 2009). La vía de entrada de Acanthamoeba puede ser a través de 
los ojos, las fosas nasales o la piel dañada o con úlceras. A través de los ojos 
Acanthamoeba produce queratitis amebiana (AK), a través de las fosas nasales 
produce encefalitis amebiana granulomatosa (GAE) y/o infección diseminada en 
individuos inmunocomprometidos, y a través de la piel produce GAE, infección 







Figura 14: Vías de entrada de Acanthamoeba en humanos e infecciones que causa. Center of 
Disease and Control (https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html) 
 
La AK es una infección dolorosa causada por Acanthamoeba que afecta a la 
cornea, y por tanto, a la visión. La enfermedad ocurre en todo el mundo en individuos 
inmunocompetentes después de haber sufrido un traumatismo corneal o, de forma 
más común, en usuarios de lentes de contacto (Visvesvara et al., 2007; Król-Turmińska 
y Olender, 2017). Es una infección que se caracteriza por inflamación de la córnea, 
presencia de un infiltrado estromal en forma de anillo, dolor ocular intenso, sensación 
de algo en el ojo, rojez, visión borrosa, lagrimeo excesivo y fotofobia (Visvesvara et al., 
2007; Lorenzo-Morales, 2013b). Trofozoitos y especialmente quistes de Acanthamoeba 
pueden ser recuperados de raspados corneales o biopsias y su diagnóstico definitivo se 
basa, tanto en la observación microscópica de las amebas como en el uso de técnicas 
moleculares, como PCR o ensayos de inmunofluorescencia (Visvesvara et al., 2007; Da 
Rocha-Azevedo et al., 2009; Itahashi et al., 2011; Siddiqui y Khan, 2012). Aunque en 
ocasiones se puede restablecer farmacológicamente la integridad de la superficie 
ocular, en el caso de que se haya producido una gran perforación corneal se necesita 





Por otra parte, la GAE por Acanthamoeba es una infección oportunista crónica 
del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza por una progresión lenta y que 
generalmente se asocia con hospedadores inmunocomprometidos, particularmente 
personas con VIH, con diabetes o que han experimentado un trasplante de órganos 
(Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Trabelsi et al., 2012), aunque se ha descrito algún 
caso en individuos inmunocompetentes (Visvesvara et al., 2007). Aunque el periodo de 
incubación de la infección se desconoce, se piensa que harían falta varias semanas o 
meses para observar signos clínicos (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Los síntomas de 
la infección incluyen dolor de cabeza, confusión, cambios de comportamiento, 
perturbaciones visuales, nauseas, vómitos, fiebre, letargo, cuello rígido, déficits 
neurológicos, signos de aumento de presión intercraneal y, en las últimas etapas, 
pérdida de conciencia, coma y muerte (Martínez et al., 1980b; Martínez y Visvesvara, 
1997; Trabelsi et al., 2012). La GAE puede afectar a otros órganos además del SNC: 
tejidos subcutáneos, piel, hígado, pulmones, riñones, glándulas suprarrenales, 
páncreas, próstata, nódulos linfáticos y médula espinal (Khan, 2006). 
Desafortunadamente, la diseminación de la enfermedad acaba produciendo la muerte 
en el 85 % de los casos (Zamora et al., 2014). 
Por último, la acantamebiasis cutánea es una infección oportunista rara que se 
da en individuos inmunocomprometidos, particularmente en paciente infectados con 
VIH (Murakawa et al., 1995; Casper et al., 1999;), con o sin afección del SNC (Trabelsi 
et al., 2012). La infección cutánea se caracteriza por la aparición de nódulos, pústulas, 
pápulas y úlceras en la piel que contienen trofozoitos y quistes de Acanthamoeba, y 
afecta principalmente a la cara, al tronco y a las extremidades corporales (Trabelsi et 
al., 2012). Se desconoce si las lesiones cutáneas representan un foco de infección 
primario o son el resultado de una diseminación hematógena de otros órganos 
(Friedland et al., 1992). La tasa de mortalidad de la acantamebiasis cutánea en 
individuos sin afección del SNC es de aproximadamente el 73%, mientras que cuando sí 






5.5.2. PATOGENICIDAD DE Naegleria fowleri 
N. fowleri es el agente causal de meningoencefalitis amebiana primaria (PAM). 
Pese a la existencia de 47 especies de Naegleria, sólo N. fowleri ha demostrado ser 
patógena para humanos. Otras especies de Naegleria (Naegleria australiensis, 
Naegleria itálica y Naegleria philippinensis) podrían ser patógenas en ratones y 
también causarían PAM (Schuster y Visvesvara, 2004). 
La vía de entrada de N. fowleri al organismo humano es a través de las mucosas 
nasales, desde donde migra al cerebro a través de los nervios olfativos, afectando al 
SNC (Trabelsi et al., 2012) (Figura 15). 
 
 
Figura 15: Vía de entrada de N. fowleri en humanos e infección que causa. Center of Disease 
and Control (https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html) 
 
La PAM es una meningoencefalitis hemorrágica fulminante que principalmente 
afecta a niños sanos y adultos jóvenes que han tenido una exposición reciente a agua 
dulce cálida. Debido a que la PAM ocurre principalmente en individuos sanos, a la 




2007). Típicamente, los casos de PAM ocurren durante los meses de verano u otras 
épocas del año en los que la temperatura es alta y ha ocurrido una exposición a aguas 
cálidas contaminadas (Visvesvara et al., 2007; Trabelsi et al., 2012). Globalmente se 
han descrito alrededor de 310 casos de infectados por PAM y, de forma aproximada, 
únicamente el 5% de los individuos ha sobrevivido (Gautam et al., 2012). 
La característica más llamativa de la PAM es la rápida aparición de los síntomas 
después de la exposición al agua cálida contaminada, lo que normalmente ocurre en 5-
7 días, aunque este periodo puede ser incluso de 24 horas. Los síntomas más 
tempranos incluyen dolores de cabeza severos (normalmente frontales o 
bitemporales), fiebre, náuseas, y rigidez nucal, seguidos de vómitos, irritabilidad y 
agitación. Más tarde los pacientes infectados suelen presentar fotofobia seguida de 
anormalidades neurológicas que incluyen letargo, ataques, confusión, 
comportamientos extraños y coma (Visvesvara et al., 2007; Heggie, 2010). El 
diagnóstico temprano de la PAM es crucial para la supervivencia del individuo 
infectado. Sin embargo, este es complicado, ya que sus síntomas son parecidos a los de 
una meningitis bacteriana, lo cual, sumado a la rapidez del desarrollo de la 
enfermedad, hace que en muchos casos esta cause la muerte. 
 
5.5.3. PATOGENICIDAD DE Balamuthia mandrillaris 
B. madrillaris produce una encefalitis similar a la GAE: encefalitis amebiana por 
Balamuthia (BAE). La puerta de entrada en el cuerpo es a través de lesiones en la piel 
contaminadas con suelo o a través del tracto respiratorio, al cual llegan los quistes 






Figura 16: Vía de entrada de B. madrillaris en humanos e infección que causa. Center of 
Disease and Control (https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html) 
 
La BAE es una enfermedad crónica que dura desde tres meses hasta dos años y 
casi siempre acaba con la muerte del infectado. Al contrario que la GAE, la BAE puede 
desarrollarse tanto en individuos inmunocomprometidos como inmunocompetentes 
(Visvesvara et al., 2007). Los niños y los adultos jóvenes son las poblaciones más 
afectadas. Actualmente se han documentado alrededor de 100 casos de BAE (Schuster 
y Visvesvara, 2004). La mayoría de ellos se han dado en América Latina seguido del 
Sudoeste de Estados Unidos (Matin et al., 2007). 
La vía de entrada más probable es la nariz, donde se observan lesiones, aunque 
también se han observado en otras localizaciones (Bravo et al., 2011; Bravo y Seas, 
2012). La invasión del cerebro por la ameba ocurre probablemente en la barrera 
hemetoencefálica y/o vía migración a través de las fibras nerviosas, aunque los 
mecanismos todavía no están claros (Kiderlen y Laube, 2004). 
Los síntomas clínicos de la BAE incluyen fiebre, dolor de cabeza, cuello rígido y 
fotofobia. Según avanza la enfermedad se manifiestan otros síntomas: náuseas, 
vómitos, cambios de personalidad, afasia, confusión, convulsiones y letargia, todo ello 
relacionado con una mayor presión intracraneal, lo cual lleva al coma, y, finalmente a 




El diagnóstico actual de BAE es complicado, y usualmente se realiza después de 
la muerte, ya que los síntomas de la infección suelen ser sutiles e inespecificos 
(Lorenzo-Morales, 2013a). 
 
5.5.4. PATOGENICIDAD DE Sappinia 
Sappinia produce encefalitis amebiana por Sappinia (SAE). Tanto el periodo de 
incubación como la ruta de la infección son desconocidos, aunque se piensa que la 
ameba podría adquirirse por inhalación y posterior propagación al cerebro (Gelman et 
al., 2001). 
El primer y único caso de SAE ocurrió en un individuo adulto sano 
inmunocompetente que sobrevivió a la infección. La ameba que causó la encefalitis se 
identificó originalmente como S. diploidea, aunque actualmente, mediante el empleo 
de métodos moleculares se ha identificado como S. pedata (Qvarnstrom et al., 2009). 
En este caso, se produjo una infección nasal antes del comienzo de los síntomas. 
El paciente sufrió nauseas, vómitos, dolores de cabeza, fotofobia y visión borrosa. 
Además, sufrió pérdida de conciencia durante un breve periodo de tiempo (Gelman et 
al., 2001; Gelman et al., 2003; Visvesvara et al., 2007). El paciente logró sobrevivir 
después de que le extirparan una masa parecida a un tumor del cerebro y de seguir un 
tratamiento. 
 
6. LAS AMEBAS COMO “CABALLO DE TROYA” 
La asociación de varias especies bacterianas con las FLA es un hecho común. Ya 
en 1967 se observó bajo el microscopio la presencia de endosimbiontes 
citoplasmáticos en A. castellanii (Jeon y Lorch, 1967). Durante 40 años, Jeon y su 
equipo publicaron varios estudios describiendo una bacteria endosimbionte, a la cual 
llamaron X-bacteria, que infectaba a las amebas inicialmente como parásitos 
intracelulares, se transfería de unos aislados a otros y establecía nuevas relaciones 
endosimbiónticas con el nuevo hospedador (Jeon y Jeon, 1976). Posteriormente, se 
demostró que X-bacteria pertenecía al género Legionnella, y se le propuso el nombre 





Con el tiempo se ha ido generando un mayor interés por la interacción entre las 
FLA y las bacterias, debido al hecho de que varias bacterias patógenas como L. 
pneumophila pueden proliferar en FLA hospedadoras. Rowbotham (1980) fue el 
primero en documentar que L. penumophila es un parásito intracelular de las FLA, y lo 
hizo poco después de la identificación de la enfermedad de los legionarios 
(legionelosis). Más tarde, Fritsche et al. (1993) demostraron que el 25% de los aislados 
tanto ambientales como clínicos de Acanthamoeba spp. albergaban en su interior 
alguna variedad de bacterias endosimbióticas. Otro estudio mostró que las FLA eran 
más frecuentemente infectadas en las torres de refrigeración (55%) que en los 
ambientes naturales (7,5%), sugiriendo que las condiciones artificiales podrían 
favorecer la asociación de las bacterias con las FLA (Berk et al., 2006). Además, en 
algunos casos se ha mostrado que una única ameba albergaba dos especies 
bacterianas diferentes (Michel et al., 2006; Heinz et al., 2007). 
Las FLA podrían incrementar la transmisión de bacterias patógenas, actuando 
como un vehículo que lleva un gran número de microorganismos (Greub y Raoult, 
2004). Pero las FLA serían más que simples vehículos. De hecho podrían considerarse 
como “Caballos de Troya” para su hospedador (Barker y Brown, 1994), ya que 
transportan en su interior ARB que pasan desapercibidas ante la primera línea de 
defensa de un organismo. Cirillo et al. (1997) definitivamente confirmaron esta 
hipótesis demostrando que la colonización del intestino de ratones era mayor cuando 
se inoculaban amebas viables con Mycobacterium avium. 
Es desconcertante que las FLA puedan albergar bacterias, llamadas bacterias 
resistentes a las amebas (ARB), y, al mismo tiempo, se alimenten de bacterias en el 
medio ambiente. Estas relaciones parásito-parásito son altamente complejas y 
dependientes de la virulencia de la ameba, la virulencia de la bacteria y de las 
condiciones ambientales. El resultado de estas interacciones puede ser beneficioso 
únicamente para la ameba o para la bacteria; o también puede resultar en el 






Figura 17: Esquema de las diferentes relaciones entre FLA (Acanthamoeba spp) y bacterias 
(Siddiqui y Khan, 2012) 
 
Acanthamoeba usa normalmente como alimento bacterias que no son 
patógenas. En este contexto, las amebas atrapan a las bacterias mediante fagocitosis, 
las lisan en los fagolisosomas y de esta forma aprovechan sus nutrientes. En el caso de 
algunas especies de bacterias patógenas, estas invaden a la ameba y evaden la muerte 
lisosomal (Greub y Raoult, 2004). Las bacterias permanecen viables en Acanthamoeba 
(bacterias resistentes, ARB) y son transportadas a hospedadores susceptibles. Cuando 
la densidad bacteriana es alta, estas son capaces de lisar a las amebas e infectar 
nuevas amebas o producir enfermedad (Siddiqui y Khan, 2012) (Figura 17). De hecho, 
se ha propuesto que, debido a la capacidad que tienen las ARB para resistir la digestión 
por las FLA, estas podrían también resistir la digestión por los macrófagos (Greub y 
Raoult, 2004). 
Desde la observación inicial por Rowbotham, la interacción de Legionella con las 
FLA ha sido ampliamente estudiada (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). La relación ARB-
FLA más estudiada es la de Legionella-Acanthamoeba, aunque hay muchas otras 
bacterias patógenas de interés para la salud pública que interactúan con FLA, tales 





Se pueden encontrar listas más completas de la interacción de bacterias con FLA 
en Balczun y Scheid (2017) y Thomas et al. (2010). Además, Balczun y Scheid (2017) 
también describen interacciones de FLA con hongos, protistas y virus. 
 
Tabla 4: Selección de bacterias que interactúan con FLA 
BACTERIA FLA HOSPEDADORA REFERENCIA 
Arcobacter butzleri Acanthamoeba castellanii 
Fernández et al., 2012 




Snelling et al., 2008 
Axelsson-Olsson et al., 2010 
Bui et al., 2012 




Winiecka-Krusnell et al., 2002 








García et al., 2007 
Ducret et al., 2014 





Zhou et al., 2007 
Akya et al., 2009a 




Cirillo et al., 1997 
White et al., 2010 
Ovrutsky et al., 2013 
Pseudomonas 
aeruginosa 
Acanthamoeba castellanii Cengiz et al., 2000 
Vibrio cholerae Acanthamoeba castellanii 
Sandström et al., 2010 
Van der Henst et al., 2016 
 
Además de estas interacciones, se ha descrito un grupo de bacterias conocidas 
como LLAP (Legionella-like amoebal pathogens). Estas no pueden crecer en medios de 
cultivo, por lo que deben de ser cocultivadas con protozoos. Son bacterias que están 
filogenéticamente relacionadas con Legionella y adquirieron ese nombre por su 
habilidad de infectar y multiplicarse dentro de FLA (Adeleke et al., 1996). El cocultivo 
con FLA es una aproximación que ha demostrado ser efectiva para aislar especies 
bacterianas nuevas (Thomas et al., 2006a; Corsaro et al., 2009). Por ejemplo, Estrella 
lausannensis fue descubierta gracias a su habilidad de crecer fácilmente dentro de FLA 






Figura 18: Microfotografía de Estrella lausannensis dentro de Acanthamoeba commandonii 48 
horas después de la infección (Tosetti et al., 2014) 
 
Hasta el momento se han llevado a cabo dos únicos estudios sobre la interacción 
entre H. pylori y FLA. En 2002, Winiecka-Krusnell et al. (2002) llevaron a cabo un 
estudio de cocultivo in vitro entre H. pylori y A. castellanii y mostraron la interacción 
de ambos microorganismos mediante FISH y microscopía electrónica. Diez años más 
tarde, Smith y Ashbolt (2012) también realizaron un estudio de cocultivo in vitro, esta 
vez entre H. pylori y A. polyphaga, en el que mostraron mediante microscopía de 
fluorescencia la localización de H. pylori dentro de la ameba y controlaron la cantidad 
de H. pylori a lo largo del tiempo cuando está en cocultivo con A. polyphaga.  
Sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio que investigue la 
relación de H. pylori con FLA en muestras ambientales. Únicamente Kawaguchi et al. 
(2009) estudiaron si la presencia de Helicobacter estaba relacionada con la de 
Acanthamoeba en muestras de agua de río y de suelo. Sin embargo, no obtuvieron 






7. MÉTODOS MOLECULARES PARA LA DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE 
MICROORGANISMOS 
Desde los inicios de la microbiología, los métodos basados en el cultivo han sido 
usados para demostrar la viabilidad de los microorganismos. El cultivo sigue siendo 
hoy en día el “gold standard” para algunas aplicaciones (Emerson et al., 2017). Por 
ejemplo, cuando se analiza la calidad microbiológica del agua, las muestras se cultivan 
en placas de agar para determinar la contaminación microbiana (Köster et al., 2003). 
Sin embargo, las técnicas independientes de cultivo, particularmente las basadas 
en el DNA, han permitido una mayor resolución en la determinación de la estructura 
de las comunidades microbianas y sus funciones (Emerson et al., 2017). A pesar de 
ello, estos métodos independientes de cultivo no pueden diferenciar inequívocamente 
entre las células vivas y muertas. El DNA puede persistir en el medio ambiente como 
DNA extracelular o de células muertas, indistinguible del DNA de las células vivas 
(Josephson et al., 1993; Pammi et al., 2013; Torti et al., 2015; Carini et al., 2016). El 
DNA y/o el material celular de los microorganismos muertos son importantes en 
ciertos contextos, como por ejemplo cuando sirven de nutrientes. Sin embargo, son los 
microorganismos vivos los que tienen el potencial de crecer, adaptarse y cambiar en 
un ambiente. Sin la identificación selectiva de los microorganismos vivos, es probable 
que las técnicas de cuantificación y secuenciación del DNA sobreestimen los tipos y el 
número de microorganismos que están participando activamente en un ecosistema 
(Carini et al., 2016). 
Por otra parte, se estima que sólo un 1% de los microorganismos pueden ser 
cultivados en medios de cultivo, mientras que el otro 99% no es cultivable in vitro 
(Kimura, 2006). Además, esperar a la detección de células por cultivo significa un 
retraso temporal, lo que supone un gran inconveniente cuando están en riesgo la salud 
y la seguridad. Asimismo, algunos microorganismos, como H. pylori, adquieren la 
forma VBNC mediante la cual no pueden crecer en los medios de cultivo pero están 
vivos y tienen capacidad metabólica (Oliver, 2000a). Para salvar estos inconvenientes, 
se han desarrollado métodos moleculares independientes de cultivo (Kimura, 2006) 
tales como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), la Hibridación in situ con 




7.1. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (qPCR) 
La PCR es un método de amplificación enzimática in vitro del DNA que permite 
copiar de forma exponencial una zona concreta del genoma, pudiendo llegar a obtener 
millones de copias de ella. Es un proceso que se lleva a cabo cíclicamente (Figura 19). 
Cada ciclo está dividido en tres fases: 
- Desnaturalización: la doble hélice de DNA se separa en dos hebras. Se lleva 
a cabo elevando la temperatura a 93-97 °C. 
- Hibridación: la temperatura desciende para permitir que los iniciadores se 
unan por complementariedad a las zonas que flanquean el fragmento que 
se desea amplificar. La temperatura a la cual se lleva a cabo esta fase 
depende de los iniciadores. 
- Elongación: la enzima polimerasa incorpora nucleótidos complementarios 
en dirección 5’-3’ a partir del extremo 3’ libre de la región en la que están 
hibridados los iniciadores. La temperatura a la cual se lleva a cabo esta fase 
depende de la polimerasa empleada: si se utiliza la Taq polimerasa la 
temperatura de elongación suele ser de 72 °C. 
Si los ciclos se producen un número “n” de veces, al final se obtendrán 2n copias 
del fragmento de DNA amplificado, es decir, en la PCR se amplifica exponencialmente 







Figura 19: Representación esquemática de A: componentes básicos para llevar a cabo una PCR 
convencional y B: Fases de la PCR 
 
Una cuestión importante para el éxito de la PCR es el diseño de los iniciadores. 
Estos son moléculas de DNA monocatenario de pequeño tamaño, de unos 15-30 
nucleótidos, que se unen por complementariedad a las secuencias flanqueantes de la 
región que se quiere amplificar. La enzima polimerasa utiliza estos iniciadores como 
punto de inicio de síntesis de nuevas moléculas de DNA. Una condición indispensable 
es que los iniciadores sean específicos del DNA que se desea amplificar. La recopilación 
de las secuencias de DNA en los bancos de datos es una excelente ayuda en el 
desarrollo de nuevos iniciadores para la detección de microorganismos mediante PCR 
(Bou et al., 2011). 
Entre las ventajas de esta técnica destacan su sencillez, rapidez y sensibilidad. 
Además, se requiere muy poco material biológico de partida mientras que la mayoría 




La PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) es una variante de la PCR convencional, 
que permite la cuantificación del DNA en cada ciclo de amplificación. Es una 
herramienta simple y rápida que está destinada a sustituir a muchas técnicas 
tradicionales en los laboratorios de microbiología y que ha demostrado ser más 
sensible que la PCR convencional (McDaniels et al., 2005). 
Las reacciones de qPCR pueden monitorizar el progreso de la amplificación de 
DNA en tiempo real y visualizar la fase de amplificación exponencial. Las reacciones de 
qPCR utilizan los mismos componentes que las de PCR convencional más un marcador 
fluorescente. La monitorización en tiempo real se consigue midiendo la señal de 
fluorescencia emitida por los amplicones a medida que estos se generan.  
Hay varios métodos de detección de los amplicones. Entre estos se incluyen los 
basados en el uso de fluoróforos no específicos que se unen al DNA, las sondas de 
hidrólisis o las sondas de hibridación (Lim et al., 2011). Aunque cada método de 
detección tiene sus propias características, en todos ellos el nivel de la señal de 
fluorescencia refleja la cantidad acumulativa de los amplicones. Entre los distintos 
métodos de detección, los que utilizan SYBR Green I y sondas TaqMan son los más 
usados en los estudios de microbiología ambiental (Kim et al., 2013) (Figura 20). 
 
 






El SYBR Green I es un fluoróforo que se une al surco menor de la doble hélice del 
DNA de forma inespecífica y, cuando está unido a este, emite una fluorescencia 1000 
veces mayor que cuando no está unido al DNA (Wittwer et al., 1997). Por tanto, la 
señal de fluorescencia aumenta conforme se van generando amplicones. Debido a que 
el SYBR Green I es un fluoróforo de unión no específica, su uso puede causar falsos 
positivos. La especificidad de este tipo de análisis la determinan los iniciadores. 
Además, esta especificidad puede ser comprobada mediante el análisis de la curva de 
fusión, mediante la cual se diferencian fragmentos de DNA en función de las 
temperaturas de fusión (Tm, melting temperature) (Ririe et al., 1997). A pesar de sus 
limitaciones, la qPCR que emplea SYBR Green I es muy usada debido a su bajo coste, 
simplicidad y flexibilidad de aplicación comparada con otras opciones (Malinen et al., 
2003). 
El método TaqMan implica el uso de un oligonucleótido adicional, la sonda 
TaqMan, además de los dos iniciadores. Una sonda TaqMan está marcada doblemente 
por un fluoróforo reportero en el extremo 5’ y un fluoróforo apagador en el extremo 
3’. En una sonda TaqMan intacta, en la que los dos fluoróforos están situados muy 
próximos entre sí, la fluorescencia del reportero es absorbida por la del apagador 
mediante transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET) (Giulietti et 
al., 2001). Durante la amplificación, las sondas TaqMan, que hibridan con las 
secuencias complementarias del DNA molde, son degradadas por la actividad 
exonucleasa de la polimerasa cuando tiene lugar la elongación del DNA. Una vez 
degradadas, el fluoróforo reportero se separa de las proximidades del fluoróforo 
apagador y emite fluorescencia, que es detectada. La intensidad de fluorescencia 
indica la cantidad de amplicones producidos, permitiendo que se pueda monitorizar en 
tiempo real la amplificación. Debido al uso de la sonda TaqMan además de los 
iniciadores, la especificidad de este tipo de qPCR es mayor que la que usa SYBR Green 
I, por lo que los falsos positivos se reducen (Yu et al., 2005). 
La cuantificación de los microorganismos de interés es el propósito principal de 
la qPCR. Idealmente, a una muestra con una concentración más alta de las secuencias 
diana le llevará menos ciclos de amplificación llegar a cierto nivel de concentración de 




muestra es inversamente proporcional al valor del ciclo umbral (Ct). El Ct, también 
llamado ciclo de cuantificación (Cq), es el número de ciclos necesarios para que la 
concentración del DNA diana (monitorizada mediante fluorescencia) exceda un valor 
umbral sobre la señal de fluorescencia basal durante la fase exponencial de 
amplificación (Valasek y Repa, 2005) (Figura 21). 
 
 
Figura 21: Curvas de amplificación mostrando el incremento de fluorescencia (http://www.bio-
analyze.com/OurRealtimePrject1.htm) 
 
La cuantificación absoluta de un gen diana requiere de una curva estándar, que 
puede ser construida usando DNA genómico de cepas de cultivo puras, fragmentos de 
PCR del gen diana o plásmidos recombinantes con el inserto del gen diana (Kim et al., 
2013). La cuantificación basada en una curva estándar se apoya en la premisa de que 
todas las muestras tienen la misma eficiencia de amplificación (Souaze et al., 1996). 
Esta eficiencia depende básicamente de los iniciadores y de las condiciones de 
temperatura de la reacción de amplificación. La eficiencia se define como el número de 
copias en el ciclo n+1 dividido por el número de copias en el ciclo n. Una reacción con 
una eficiencia del 100% duplicaría el número de amplicones en cada ciclo. 
Otra forma de cuantificación mediante qPCR es la cuantificación relativa. En esta 
forma de cuantificación, la concentración de la secuencia diana en una muestra se 





empleado para la cuantificación microbiana, aunque sí que se usa ampliamente para 
monitorizar cambios en los niveles de expresión de genes (Wong y Medrano, 2005). 
La qPCR se ha empleado para detectar H. pylori en aguas, como ya se ha 
comentado (Yáñez et al., 2009; Santiago et al., 2015; Bai et al., 2016). Además, 
también se ha utilizado en diversos estudios para detectar FLA en aguas (Corsaro et al., 
2010; Magnet et al., 2013; García et al., 2013). 
Diversos autores han proporcionado evidencias de que el DNA de H. pylori 
persiste en el agua aún cuando la bacteria está muerta. Queralt y Araujo (2007) 
llegaron a la conclusión de que los métodos de cultivo subestiman la presencia de H. 
pylori en agua, mientras que la PCR la sobreestima. Es por ello que los métodos de 
detección de células viables son en estos momentos los únicos capaces de ofrecer una 
imagen exacta o al menos más aproximada de la magnitud del problema que supone la 
presencia de H. pylori en agua para la salud pública. 
La combinación de la qPCR después del tratamiento con PMA (Propidium 
Monoazide) permite el análisis únicamente de aquellas células cuya membrana celular 
no está dañada (Figura 22). El PMA es un agente intercalante de DNA que se une 
irreversiblemente mediante fotoactivación, tanto al DNA extracelular como al DNA de 
células cuya membrana está dañada y que, por tanto, son consideradas células 
muertas. Una vez unido al DNA, este no puede ser amplificado mediante PCR. Como 
consecuencia, su aplicación permite detectar únicamente el DNA de células viables 
(Agustí et al., 2010). 
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7.2. HIBRIDACIÓN IN SITU CON SONDAS FLUORESCENTES (FISH) Y FISH 
COMBINADO CON DIRECT VIABLE COUNT (DVC-FISH) 
La técnica de Hibridación in situ con Sondas Fluorescentes (FISH) se basa en la 
hibridación de sondas de oligonucleótidos sintéticas con regiones específicas del 
ribosoma bacteriano. Es una técnica que no necesita de cultivo (Bottari et al., 2006). 
La técnica FISH detecta secuencias de ácidos nucleicos mediante una sonda 
marcada con fluorocromos, que hibrida específicamente con la secuencia 
complementaria sin dañar la célula. Un protocolo típico de FISH incluye cuatro pasos: 
fijación y permeabilización de la muestra, hibridación, lavados para eliminar las sondas 
no unidas y visualización de las células marcadas mediante microscopía (Amann et al., 
2001) (Figura 23). 
 
 
Figura 23: Diagrama de un protocolo típico de FISH (Bottari et al., 2006) 
 
Antes de la hibridación las bacterias deben de ser fijadas y permeabilizadas para 
permitir la penetración de las sondas fluorescentes en el interior de las células y 
proteger el RNA de la degradación por RNAsas endógenas (Moter y Göbel, 2000). La 
hibridación debe de hacerse bajo condiciones estrictas para conseguir una unión 





Se emplea como diana una región del RNA ribosómico 16S o 23S por su 
estabilidad genética, por su estructura, en la que coexisten regiones conservadas con 
regiones variables, y por su alto número de copias (Woese, 1987), lo que permite una 
amplificación de la señal fácilmente detectable. 
La parte más crítica de esta técnica es el diseño de las sondas, que deben ser 
suficientemente específicas para unirse únicamente a la bacteria que queremos 
detectar en presencia de otras, en muchos casos con moléculas de rRNA muy 
homólogas. La accesibilidad de la sonda al rRNA es diferente según la molécula de 
rRNA de la que se trate (16S o 23S) y la zona del mismo de la que sea complementaria, 
lo que se ha de tener en cuenta en el diseño de la sonda. Su tamaño oscila entre 15 y 
30 pares de bases y las más cortas son las que presentan una mayor accesibilidad 
(Fuchs et al., 2001). 
Para asegurar la especificidad de las sondas, los dos parámetros determinantes 
van a ser la temperatura y la concentración de formamida en el tampón de 
hibridación. En la mayoría de los protocolos, la temperatura de hibridación se 
mantiene constante y es la concentración de formamida lo que va a dar lugar a unas 
condiciones más o menos astringentes. La formamida hace que disminuya la 
temperatura de unión de las sondas mediante el debilitamiento de los puentes de 
hidrógeno entre los dúplex DNA-DNA y DNA-RNA, entre 0,6-0,72 ᵒC por porcentaje 
utilizado, incrementando el nivel de astringencia (Moter y Göbel, 2000). De esta forma, 
aumentando la astringencia de la reacción se consigue una reducción de la hibridación 
inespecífica, favoreciendo su posterior visualización (Rodríguez, 2011) 
La técnica FISH se ha convertido en una herramienta potente, rápida y sensible 
para la detección e identificación de microorganismos en diferentes ambientes 
microbianos (Amman et al., 1995). Presenta ventajas sobre otros métodos, como la 
PCR o la detección con anticuerpos, ya que no requiere de un cultivo previo ni de la 
extracción de ácidos nucleicos y tampoco surgen problemas de uniones inespecíficas o 
sustancias inhibidoras que dificulten la hibridación. Además, la técnica FISH combina la 
precisión de la genética molecular con la información visual de la microscopía, 
permitiendo la visualización e identificación de células microbianas individuales con su 




La mayor limitación del método es su sensibilidad, en función de la propia sonda 
y de la matriz donde se esté hibridando. El medio utilizado para el crecimiento 
bacteriano, los métodos de fijación de la bacteria y los agentes utilizados para 
embeber la muestra antes de visualizarla parece que también ejercen una importante 
influencia en la intensidad de la señal (Fuchs et al., 2001). 
El uso de sondas FISH modificadas con LNA (Locked Nucleic Acid) hacen posible 
aumentar la especificidad y la sensibilidad de unión con las regiones de rRNA, debido a 
sus propiedades térmicas. Son sondas que tienen una modificación en los anillos de 
ribosa, que consiste en la formación de un puente entre el oxígeno 2’ y el carbono 4’ 
de dicho anillo (Figura 24), lo cual les confiere un aumento de la estabilidad térmica y 
de la especificidad (Sarma et al., 2010). Por cada nucleótido LNA que contenga la 
sonda se posibilita un aumento entre 1-8 ᵒC en la temperatura de fusión (Tm) del 
duplex de RNA-DNA, lo que le confiere mayor estabilidad en condiciones de 
hibridación más restrictivas y por tanto más selectivas. 
 
 
Figura 24: Estructura del monómero de LNA y su conformación espacial (Wengel et al., 2003) 
 
El uso de sondas LNA hace posible que la temperatura de fusión pueda alcanzar 
valores elevados, aún tratándose de fragmentos cortos. Resultan muy adecuadas para 
la hibridación in situ bajo condiciones estrictas. Se ha demostrado que las sondas FISH 
modificadas con LNA superan a las sondas convencionales de DNA en la detección de 
fragmentos de RNA (Thomsen et al., 2005). 
Mediante la técnica FISH se detectan tanto células viables como no viables, 





Kogure et al. (1979) propusieron un método para la enumeración de bacterias viables 
en un ambiente marino, al que denominaron Direct Viable Count (DVC). Este método 
se basa en la incubación de las muestras con nutrientes y un agente antimicrobiano, 
que actúa como un inhibidor específico de la síntesis de DNA. De esta manera, se evita 
la división celular sin afectar a otras actividades metabólicas. Las células pueden, por 
tanto, continuar metabolizando nutrientes y aparecen elongadas y/o más gruesas tras 
la incubación. Los antibióticos utilizados suelen pertenecer al grupo de las quinolonas 
(novobiocina, ácido nalidíxico, ácido pipemídico y ciprofloxacina) (Barcina et al., 1995). 
La combinación de la incubación DVC con la técnica FISH permite la detección 
específica que aporta la hibridación de las sondas fluorescentes de DNA, junto con la 
diferenciación entre las células viables de las no viables, por la diferente elongación de 
las mismas.  
Tanto la técnica FISH como la técnica combinada DVC-FISH se han utilizado con 
éxito para la detección de células de H. pylori. Concretamente, la técnica FISH se ha 
empleado para detectar H. pylori en agua residual (Moreno y Ferrús, 2012), en 
biopelículas de agua potable (Bragança et al., 2007) y en agua dulce (Fernández-
Delgado et al., 2016). La técnica DVC-FISH se ha utilizado para detectar células de H. 
pylori en agua potable (Santiago et al., 2015), agua residual (Moreno y Ferrús, 2012) y 
agua de río (Tirodimos et al., 2014). 
 
7.3. METAGENÓMICA DE SECUENCIACIÓN DIRIGIDA 
La metagenómica, o genómica de comunidades, es una disciplina emergente que 
busca entender los ecosistemas microbianos estudiando el contenido genómico de los 
microorganismos presentes en un ambiente sin necesidad de cultivarlos (Handelsman, 
2004). Es una tecnología relativamente nueva que ha surgido gracias al avance de la 
secuenciación de nueva generación (NGS, Next Generation Sequencing), la cual 





Un estudio metagenómico puede abordarse de dos formas diferentes: 
secuenciación de genomas completos (WGS, Whole Genome Sequencing) y 
secuenciación dirigida a zonas concretas del genoma (Figura 25). 
 
 
Figura 25: Diferentes aproximaciones metagenómicas (Adaptado de Lasken y McLean, 2014) 
 
La metagenómica de secuenciación de genomas completos caracteriza toda la 
comunidad de microorganismos presentes en las muestras. Para ello, se extrae el DNA 
de la muestra y se emplea un abordaje de tipo shotgun: el DNA se fragmenta en trozos 
pequeños que son posteriormente secuenciados. Las secuencias resultantes se 
ensamblan bioinformáticamente para reconstituir los distintos genomas, obteniéndose 
habitualmente genomas parciales (Tringe y Rubin, 2005). Inialmente se construía una 
librería de clones de DNA, pero con la introducción de las técnicas de NGS se puede 
evitar esta etapa, ya que se pueden secuenciar directamente los fragmentos de DNA. 





presentes en una muestra (Sharpton, 2014). Sin embargo, debido a que se obtiene 
gran cantidad de información, el análisis bioinformático puede llegar a ser muy 
complejo. La profundidad de secuenciación (cobertura) no es suficiente para detectar 
las especies con una menor concentración en la población (Kalyuzhnaya et al., 2008). 
Además, los errores de secuenciación pueden llevar a un ensamblaje incorrecto de 
ciertas secuencias y complicar la identificación de los organismos presentes (Oulas et 
al., 2015). 
La metagenómica de secuenciación dirigida es el método más usado para 
caracterizar la diversidad microbiana. En este método se extrae el DNA de la muestra 
que se desea caracterizar y se amplifica mediante PCR un gen marcador 
taxonómicamente informativo que es común a todos los organismos de interés. Los 
amplicones resultantes se secuencian y se caracterizan bioinformáticamente para 
determinar qué microorganismos están presentes en una muestra y en qué 
abundancia relativa (Sharpton, 2014). 
En el caso de las bacterias y de las arqueas, los estudios de metagenómica de 
secuenciación dirigida se centran en el gen de la subunidad pequeña del RNA 
ribosómico (16S rRNA), el cual es un marcador informativo, tanto taxonómica como 
filogenéticamente (Pace et al., 1986; Hugenholtz y Pace, 1996). Está ampliamente 
aceptado que el gen 16S rRNA refleja la evolución bacteriana (Woese, 1987). Este gen 
contiene regiones altamente conservadas, que son útiles para el diseño de los 
iniciadores, y regiones hipervariables, lo que permite diferenciar los distintos 
microorganismos y clasificarlos taxonómicamente (Figura 26). 
 
 
Figura 26: Representación gráfica del gen 16S rRNA con sus regiones conservadas (verde) y 
variables (azul) (Modificado de Singer et al., 2016) 
 
En el caso de los eucariotas, el gen marcador empleado para los estudios 
metagenómicos es el 18S rRNA, que también tiene regiones conservadas y regiones 






Figura 27: Valores de entropía del gen 18S rRNA. Los puntos rojos marcan las posiciones 
conservadas (Hadziavdic et al., 2014) 
 
Debido a las limitaciones de las técnicas de secuenciación, las secuencias de los 
genes 16S y 18S rRNA son parciales en la mayoría de los estudios. Por tanto, la 
selección de unos iniciadores adecuados es crucial para estudiar la composición 
microbiana de los distintos ambientes (Yang et al., 2016). 
Pese a que la metagenómica de secuenciación dirigida es una herramienta 
potente, tiene ciertas limitaciones. En primer lugar, puede no determinar una gran 
fracción de la diversidad en una comunidad, debido a sesgos asociados a la PCR (Hong 
et al., 2009; Sharpton et al., 2011; Logares et al., 2014). En segundo lugar, la 
secuenciación de los amplicones puede producir valores de diversidad muy diferentes 
en función de los iniciadores empleados (Jumpstart Consortium Human Microbiome 
Project Data Generation Working Group, 2012). Además, los errores de secuenciación 
y los amplicones incorrectamente ensamblados (las quimeras) pueden producir 
secuencias artificiales difíciles de identificar (Wylie et al., 2012). En tercer lugar, esta 
herramienta determina la composición taxonómica de una comunidad microbiana, 
pero no puede determinar sus funciones biológicas asociadas. (Sharpton, 2014). 
Finalmente, es una herramienta limitada al análisis de los microorganismos de los que 
se conocen genes taxonómicamente informativos y pueden ser amplificados. Los 
microorganismos nuevos o muy diversos, especialmente los virus, son difíciles de 





De entre las plataformas de secuenciación masiva, una de las más usadas para el 
estudio de las comunidades microbianas es la de Illumina®, en la que se emplean 
diversos secuenciadores, entre los que destaca el secuenciador MiSeq®. Esta 
plataforma pertenece a la secuenciación de segunda generación y emplea la tecnología 
de secuenciación de síntesis, concretamente, la de terminación reversible (Figura 28). 
 
 
Figura 28: Esquema de las tecnologías de secuenciación de segunda generación. Adaptado de 
Ambardar et al. (2016) 
 
En ella, los fragmentos de DNA de las librerías se someten a una amplificación 
clonal mediante una PCR puente (Figura 29), seguida de una secuenciación utilizando 
un nucleótido terminador reversible que está protegido por un grupo 3’-OH y está 






Figura 29: Amplificación puente del DNA molde inmovilizado en plataforma Illumina. 
Traducido de Metzker (2010) 
 
Después de la adición de los nucleótidos terminadores reversibles, la DNA 
polimerasa incorpora estos nucleótidos modificados en la hebra de DNA que se está 
sintetizando. Cada ciclo consiste en: 1- Incorporación de un nucleotido terminador 
reversible a la hebra de DNA inmovilizada en la cámara de flujo; 2- Detección de la 
señal de fluorescencia generada; y 3- Eliminación del grupo 3’-OH mediante 
descomposición de este grupo y de la molécula fluorescente. Este ciclo se repite hasta 
300 veces en el secuenciador MiSeq® y da lugar a la secuenciación de la molécula de 
DNA molde de cada clúster (Figura 30). No se producen errores de secuenciación de 
homopolímeros, ya que cada vez se incorpora una única base y para la adición de la 
siguiente se elimina el nucleótido terminador. 
Sólo la plataforma de secuenciación de Illumina permite la secuenciación del 
amplicón por ambos extremos, lo cual permite una mayor cobertura, mayor número 
de secuencias y la secuenciación de ampliciones de hasta 550 pb en el secuenciador 
MiSeq, ya que realiza lecturas de 300 pb por cada extremo (Van Dijk et al., 2014; 







Figura 30: Método de secuenciación mediante nucleótidos terminadores reversibles de 
Illumina. Traducido de Metzker (2010) 
 
Una vez secuenciados los amplicones se obtienen las secuencias de los mismos, 
denominadas “lecturas”. En este momento, las lecturas son “lecturas crudas”, ya que 
no han sido procesadas de ninguna forma. 
Para el análisis de estas lecturas crudas generadas en los secuenciadores existen 
varios tipos de herramientas: con licencia comercial, en la nube y open source. Estas 
últimas son las más utilizadas en investigación. Entre estas destaca QIIME 
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology; http://qiime.org/), una herramienta 
bioinformática de código abierto instalable en los terminales de trabajo, capaz de 
realizar análisis metagenómicos sobre comunidades microbianas a partir de lecturas 
crudas generadas en la plataforma Illumina, entre otras (Caporaso et al., 2010). 
Para ello, esta herramienta dispone de alrededor de 150 comandos diferentes, 
cada uno de los cuales tiene una función distinta, los cuales pueden ejecutarse a través 
de la terminal de comandos de Linux. Cada comando va acompañado de argumentos 




salida de resultados. Los opcionales son argumentos que por ejemplo modifican los 
valores predeterminados de dicho comando, como un valor umbral o la utilización de 
un algoritmo específico para realizar algún cálculo (Figura 31) 
 
. 
Figura 31: Ejemplo de la ayuda de un script de QIIME (http://qiime.org/) 
 
El proceso de obtener información de las lecturas crudas usando QIIME se divide 
en dos fases (Figura 32). La primera comienza con la elaboración de un archivo, el 
mapping file, que contiene información acerca de las muestras con las que se va a 
trabajar. Después se identifican y eliminan secuencias quiméricas, que son artefactos 
de la secuencia. Un paso importante de esta primera fase es la formación de OTUs 
(Operational Taxonomic Unit), que son agrupaciones de secuencias que se forman 
entre secuencias altamente similares. A cada OTU se le asigna una taxonomía 
microbiana, para lo cual se debe de proporcionar una base de datos taxonómica. 
Finalmente se construye la tabla de OTUs, que es una matriz que contiene el número 
de secuencias da cada OTU y su predicción taxonómica. Con estos datos se pueden 
obtener los porcentajes de abundancia relativa de cada OTU (Navas-Molina et al., 
2015). 
La segunda fase comienza una vez se ha generado la tabla de OTUs. Se puede 
resumir la abundancia relativa de cada OTU a diferentes niveles taxonómicos (filo, 





muestras son distintas, o los patrones de abundancia de ciertos organismos en función 
de las características de las muestras (Navas-Molina et al., 2015). 
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De entre todos los patógenos emergentes en agua, H. pylori es la única bacteria 
clasificada como carcinógena humana de Clase I por la Organización Mundial de la 
Salud por su directa relación con el cáncer gástrico y la úlcera péptica. 
Su modo de transmisión no se ha determinado de forma precisa todavía, aunque 
se piensa que se podría adquirir por diferentes rutas, entre las cuales se encuentra la 
ruta fecal-oral a través del agua. Sin embargo, la relación entre la adquisición de la 
enfermedad y el consumo de agua no está bien establecida todavía, ya que esta 
bacteria rara vez puede aislarse del medio ambiente, lo que impide además la 
implantación de políticas preventivas. 
Hoy en día existe un número creciente de estudios que confirman la presencia de 
H. pylori en aguas. Sin embargo, debido a que H. pylori adquiere la forma viable no 
cultivable (VBNC) bajo condiciones ambientales desfavorables, la detección de esta 
bacteria mediante métodos de cultivo podría dar lugar a la subestimación de su 
presencia. Por ello, el uso de herramientas moleculares que sean capaces de 
diferenciar entre células viables y no viables es fundamental cuando se pretende 
determinar el riesgo que supone la presencia de esta especie patógena en aguas y 
alimentos. 
Por otra parte, las amebas de vida libre (FLA) son protozoos predadores de 
bacterias ampliamente distribuidos en el medio ambiente, que pueden actuar como 
hospedadoras de bacterias patógenas capaces de resistir a su digestión (bacterias 
resistentes a las amebas, ARB). Dentro de las FLA, las bacterias son más resistentes a 
condiciones ambientales desfavorables que normalmente comprometerían su 
viabilidad, como la cloración o la presencia de biocidas. De esta forma, las FLA podrían 
ser consideradas como “Caballo de Troya” de estas ARB, permitiendo que las bacterias 
resistan más en el ambiente y puedan infectar a sus hospedadores. 
Algunos trabajos realizados in vitro sugieren que H. pylori podría sobrevivir en 
FLA, que le protegerían frente a los distintos tratamientos y condiciones ambientales 






Teniendo todo esto en cuenta, en esta Tesis se plantea el siguiente objetivo: 
Estudiar el posible papel de las amebas de vida libre como reservorio de 
Helicobacter pylori y otras bacterias patógenas en aguas y alimentos mediante técnicas 
moleculares. 
 
Para ello, se plantean los siguientes estudios: 
1. Comprobar in vitro si una ameba de vida libre como Acanthamoeba castellanii 
es capaz de internalizar Helicobacter pylori y si este patógeno es capaz de permanecer 
viable en el interior de la ameba, comportándose como una ARB. 
 
2. Aislar e identificar FLA en aguas potables y residuales, así como determinar la 
presencia de células de H. pylori viables del interior de FLA en las mismas muestras de 
agua, mediante cultivo y métodos moleculares. 
 
3. Aislar e identificar FLA en muestras de lechuga, así como determinar la 
presencia de células de H. pylori viables procedentes del interior de FLA en dichas 
muestras, mediante cultivo y métodos moleculares. 
 
4. Determinar el microbioma de las FLA aisladas a partir de aguas residuales, 





























Hasta el momento hay muy pocos trabajos que hayan investigado la interacción 
entre las FLA y H. pylori. Además, ninguno de ellos ha establecido si H. pylori 
permanece o no viable dentro de FLA, por lo que no queda claro si esta bacteria 
patógena es capaz de sobrevivir en ellas. 
 
Por tanto, el objetivo general del presente capítulo es: 
Comprobar in vitro si una ameba de vida libre como Acanthamoeba castellanii es 
capaz de internalizar la bacteria patógena Helicobacter pylori y si este patógeno es 
capaz de permanecer viable en el interior de la ameba, comportándose como una ARB. 
 
Para ello, se desarrollaron tres objetivos específicos: 
1. Desarrollo de un método de cocultivo entre A. castellanii y H. pylori.  
2. Realización de ensayos de cocultivo para comprobar el comportamiento de H. 
pylori en el interior de A. castellanii. 
3. Aplicación de técnicas moleculares (DVC-FISH y PMA-qPCR) y de cultivo que 
permitan tanto la detección de H. pylori como la determinación de su viabilidad 
una vez dentro de la ameba. 
  




I.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
I.2.1. MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Para la realización de este estudio se emplearon 2 cepas de referencia. La 
primera de ellas pertenece a la especie Helicobacter pylori y procede de la National 
Collection of Type Cultures (11638 NCTC). La segunda cepa pertenece la especie 
Acanthamoeba castellanii y procede de la American Type Culture Collection (30010 
ATCC). Esta cepa fue cedida por Marie-Cecile Trouilhé, Centre Scientifique et 
Technique du Batiment, AQUASIM, Francia. 
La pureza de la cepa liofilizada de H. pylori se comprobó mediante la siembra en 
Agar Sangre de Caballo (ASC, Anexo A.1), incubándola a 37°C durante 24-48 horas en 
condiciones de microaerofilia (5% O2, 10% CO2 y 85% N2). Las cepas se conservaron a    
-80°C en crioviales CRYOFAST Natural (Scharlau, Barcelona). 
La cepa de Acanthamoeba castellanii se recuperó a partir de un cultivo en placa 
mediante su siembra en 10 ml de Peptone-Yeast Extract-Glucose (PYG, Anexo A.2.) en 
un frasco de cultivo celular, incubándola a 28°C durante 24-48 horas en condiciones de 
aerobiosis. Su crecimiento se comprobó mediante un microscopio óptico invertido. 
Para su conservación a -80°C, se eliminó el caldo de cultivo, se adicionaron 1,5 ml de 
tampón fosfato salino (PBS, Anexo B.2) y se rascó la superficie del frasco de cultivo 
celular con un raspador de células estéril. Esta solución se transfirió a un tubo de 1,5 
ml y se centrifugó a 500 g durante 3 minutos; se eliminó el sobrenadante y se 
resuspendió en 500μl de PBS 1X y 500 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) al 14%. Pasados 
30 minutos se guardó a -80°C. 
 
I.2.2. CULTIVO DE H. pylori 
Para el cultivo de H. pylori se utilizó el medio Agar Sangre Piruvato (ASP, Anexo 
A.1.). Las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 horas en condiciones de 
microaerofilia (5% O2, 10% CO2 y 85% de N2). Pasado este tiempo se recogió el 
contenido de la placa en un microtubo con 250 µl de PBS. 
 




I.2.3. TINCIÓN DE H. pylori MEDIANTE SYTO9-PI 
Para la tinción diferencial de células vivas y muertas de H. pylori se añadieron 0,8 
μl de una solución de SYTO9-PI (1:1) del sistema comercial LIVE/DEAD® Cell Viability 
Assays (Invitrogen, Reino Unido) a 250 μl de la suspensión de H. pylori. Se mantuvo en 
oscuridad y en agitación constante durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se 
observó una alícuota en el microscopio de epifluorescencia. Además, se tomaron y 
observaron diferentes alícuotas a lo largo del proceso de cocultivo. 
 
I.2.4. CULTIVO DE A. castellanii 
El cultivo axénico de A. castellanii se realizó en un frasco de cultivo celular con 10 
ml de Peptone-Yeast Extract-Glucose con antibióticos (PYG+A, Anexo A.2) según Khan 
(2006) y Dupuy et al. (2011). El medio se incubó a 28°C durante 24 horas en 
condiciones de aerobiosis. Pasado este tiempo, se eliminó el PYG, se sustituyó por 
solución salina amébica de Page (PAGE, Anexo A.2) y el cultivo se incubó durante 24 
horas a 28°C en aerobiosis. Seguidamente, se recogió el cultivo en PAGE mediante la 
utilización de un raspador de células estéril, el contenido se centrifugó a 500 g durante 
3 minutos, se resuspendió en 500 µl de PAGE y finalmente se ajustó la concentración 
de A. castellanii a 103 células/ml. 
 
I.2.5. COCULTIVO DE A. castellanii Y H. pylori  
El ensayo de cocultivo de H. pylori y A. castellanii se llevó a cabo por triplicado. 
Antes de realizar el cocultivo se comprobó que las células de H. pylori 
presentaban su morfología típica helicoidal mediante una tinción GRAM, y que el 
cultivo de A. castellanii estaba en su forma vegetativa, trofozoito, mediante su 
observación en el microscopio óptico invertido. 
Para que se produjera la internalización de H. pylori en A. castellanii se 
adicionaron 100 μl de una solución de 105 células de H. pylori/ml (Apartado I.2.2) 
teñida con una solución de SYTO9 y yoduro de propidio (SYTO9-PI) (Apartado I.2.3) a 
500 μl de PAGE conteniendo 103 células de A. castellanii/ml (Apartado I.2.4). La 




solución se mantuvo en aerobiosis y en oscuridad durante una hora a temperatura 
ambiente. 
Pasada la hora, el cocultivo se centrifugó a 500 g durante 3 minutos y se 
resuspendió en 500 μl de PBS. A continuación se añadieron 100 μl de una solución de 
hipoclorito sódico para conseguir una concentración final de 104 ppm, con el objetivo 
de matar las células de H. pylori que hubiera fuera de las células de A. castellanii. Se 
volvió a mantener en aerobiosis y en oscuridad durante una hora a temperatura 
ambiente. 
Seguidamente, el cocultivo tratado se lavó tres veces con PBS, centrifugándolo a 
500 g durante 3 minutos para eliminar el hipoclorito sódico residual y el sedimento se 
resuspendió en 2,2 ml de PBS. Finalmente, se recogieron las siguientes alícuotas para 
la detección de H. pylori mediante cultivo y técnicas moleculares: 
 1 ml para el análisis mediante DVC-FISH (Apartado I.2.6). 
 20 μl para el análisis mediante FISH directamente en portaobjetos 
(Apartado I.2.7). 
 500 μl para el análisis mediante qPCR (Apartado I.2.8). 
 500 μl para el análisis mediante PMA-qPCR (Apartado I.2.9) 
 100 μl para la siembra en masa en el medio de cultivo Agar Sangre 
Piruvato (ASP) (Apartado I.2.10) 
 10-50 μl para la observación directa al microscopio de epifluorescencia. 
 
El esquema del proceso del cocultivo se encuentra detallado en la figura 33. 
 


































I.2.6. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DIRECTA DE H. pylori MEDIANTE FISH 
Se depositaron 20 μl de muestra sobre un pocillo de un portaobjetos de 
hibridación, tratado previamente con gelatina (Anexo B.3). Se dejó secar al aire o en 
estufa, para acelerar el proceso. Para la fijación, se añadieron 20 μl de PFA sobre el 
pocillo y el portaobjetos se mantuvo durante 3 horas a 4°C. Seguidamente, se lavó el 
portaobjetos con PBS y se procedió a realizar la hibridación descrita en el apartado 
I.2.6.1. 
 
I.2.6.1. HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 
 
Condiciones de fijación: 
Para llevar a cabo la fijación de las células, se tomó 1 ml de las muestras a 
analizar y se procedió a su centrifugación a 8000 rpm durante 8 minutos. El sedimento 
se resuspendió en PBS y se realizó un lavado mediante otra centrifugación a 8000 rpm 
durante 8 minutos. Este sedimento se resuspendió en PBS y paraformaldehído (PFA) 
(Anexo B.3) en proporción 1:3 y se mantuvo durante 3 horas a 4°C. A continuación, se 
realizaron dos lavados con PBS, centrifugando a 8.000 rpm durante 8 minutos para 
eliminar el PFA. Tras los mismos, se resuspendió el sedimento en etanol absoluto a       
-20°C y PBS en proporción 1:1 y se almacenó a -20°C (Moreno et al., 2003) a la espera 
de la hibridación. 
 
Condiciones de hibridación: 
Una alícuota de las muestras fijadas se depositó sobre los pocillos de los 
portaobjetos de hibridación, tratados previamente con gelatina (Anexo B.3). A 
continuación, los portaobjetos se dejaron secar al aire o en estufa, para acelerar el 
proceso, y se procedió a realizar tres deshidrataciones sucesivas, sumergiendo el 
portaobjetos en volúmenes de 50, 80 y 100% de etanol, durante 3 minutos en cada 
uno. 
Una vez seco el portaobjetos, cada uno de los pocillos se cubrió con 10 l de 
tampón de hibridación (Anexo B.3) conteniendo 50 ng de cada una de las sondas 




detalladas a continuación, marcadas con el correspondiente fluorocromo. Se realizaron 
las hibridaciones de H. pylori con el 30% de formamida en el tampón de hibridación. 
El portaobjetos se introdujo en posición horizontal en un tubo de 50 ml, en el 
que se había introducido previamente una base de papel de celulosa humedecido con 
el tampón de hibridación restante para crear una atmósfera húmeda. La reacción se 
llevó a cabo a 46°C y en oscuridad según Moreno et al. (2001). El tiempo de hibridación 
fue de 1,5 horas. 
A continuación se procedió al lavado del portaobjetos con 50 ml de una 
solución de lavado (Anexo B.3) atemperada a 48°C. Primero se vertió una pequeña 
cantidad de esta solución sobre el portaobjetos para arrastrar el tampón de 
hibridación y a continuación se sumergió el portaobjetos en el volumen restante de la 
solución de lavado para eliminar los restos de sonda que no se hubieran unido al rRNA. 
El tiempo de lavado fue de 15 minutos, manteniéndose a 48°C en oscuridad. 
Tras los 15 minutos de lavado, los portaobjetos se lavaron con agua ultrapura 
estéril y se secaron al aire en oscuridad. A continuación, estos se montaron con 
FluoroGuard Antifade Reagent (Bio-Rad, CA, EE.UU.) (Anexo B.3) entre el portaobjetos 
y el cubreobjetos y se visualizó mediante un microscopio de epifluorescencia Olympus 
BX 50 con los filtros U-MWB, U-MWIB y U-MWIG. Las fotografías se realizaron con la 
cámara DP-10 de Olympus. 
 
Sondas: 
Como control positivo de la técnica FISH se utilizó una combinación de tres 
sondas complementarias a una región del rRNA 16S del dominio Eubacteria, ya que 
hibridan con todas las bacterias que pueden estar presentes en la muestra (Amann et 
al., 1995). La secuencia de cada una de las sondas EUB338 es: 
 
EUB338-I: 5’-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’ 
EUB338-II: 5’-GCA GCC ACC CGT AGG TGT-3’ 
EUB338-III: 5’-GCT GCC ACC CGT AGG TGT-3’ 




Las sondas EUB338 fueron sintetizadas y marcadas por TIB MOLBIOL (Berlín, 
Alemania) con 5(6)–carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide éster (FLUOS), que 
emite en el espectro del verde (517 nm). 
Para identificar específicamente H. pylori se empleó la sonda HPY, diseñada por 
Moreno et al. (2001), con modificaciones LNA (Locked Nucleic Acid) para aumentar la 
sensibilidad y la especificidad de unión de la hibridación (Kubota et al., 2006). Esta 
sonda es complementaria a una región específica del rRNA 16S de H. pylori: 
 
HPY-LNA: 5’-CTG GAG AGA C+TA AGC CC+T CC-3’ 
 
La sonda HPY-LNA fue sintetizada y marcada por Exiqon (EE.UU.) con CY3, que 
emite en el espectro del rojo (568 nm). 
 
I.2.7. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE CÉLULAS VIABLES DE H. pylori MEDIANTE 
DVC-FISH 
 
I.2.7.1. INCUBACIÓN EN DVC 
Para la incubación en el medio DVC (Anexo A.2) se añadió 1 ml de cada muestra 
a 9 ml de caldo DVC. Se incubó durante 24 horas en condiciones óptimas para el 
crecimiento de H. pylori (Piqueres et al., 2006). 
Pasado el tiempo de incubación, los 10 ml se centrifugaron a 8000 rpm durante 8 
minutos. Se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 1 ml de PBS, el 
cual se fijó e hibridó según las condiciones expuestas en el apartado I.2.6.1. 
  




I.2.8. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE H. pylori MEDIANTE REACCIÓN EN CADENA 
DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (qPCR) 
 
I.2.8.1. EXTRACCIÓN DE DNA 
Se extrajo el DNA de las alícuotas del cocultivo utilizando el sistema GeneJET™ 
Genomic DNA Purification kit (ThermoScientific, Alemania). Se siguieron las 
indicaciones para la extracción de DNA de células de mamífero, modificando el tiempo 
de incubación a 56°C para lisar las células, pasando a ser de 30 minutos en lugar de los 
10 especificados en el protocolo. 
 
I.2.8.2. qPCR ESPECÍFICA DE H. pylori 
Para la identificación específica de H. pylori se seleccionó un fragmento de 372 
pb del gen vacA, que codifica la proteína vacuolizante Vac de H. pylori. Para ello, se 
utilizó el par de iniciadores VacAR y VacAF, descritos por Nilsson et al. (2002): 
 
VacAF: 5’-GGC ACA CTG GAT TTG TGG CA-3’ 
VacAR: 5’- CGC TCG CTT GAT TGG ACA GA-3’ 
 
La reacción de qPCR se realizó en el termociclador LightCycler 2.0 (Roche 
Applied Science, España), empleando el sistema comercial LightCycler® FastStart DNA 
Master SYBR Green I (Roche Applied Science, España).  
Las reacciones de qPCR se realizaron según las condiciones optimizadas por 
Santiago et al. (2015). Cada reacción de amplificación se llevó a cabo en un volumen 
final de 20 µl, que contenía 2 µl de LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I 
(Roche Applied Science, España), 0,5 µl de cada primer (20 mM), 1,6 µl de MgCl2 (50 
mM) y 2 µl de DNA. Se incluyó un control negativo en el que el DNA se reemplazó por 
agua ultrapura estéril y un control positivo en el que el DNA procedía de la cepa de 
referencia de H. pylori. 
La mezcla de reacción se sometió a las condiciones mostradas en la tabla 5. 




Tabla 5: Condiciones de qPCR para la identificación de H. pylori 
Nº CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO FASES 
1 95 10 min Desnaturalización 
40 
95 10 s Desnaturalización 
62 5 s Unión de iniciadores 
72 16 s Extensión del producto 
1 40 30 s Extensión final 
 
La temperatura de fusión (Tm) característica de los fragmentos amplificados de 
H. pylori es de 85 ᵒC (Santiago et al., 2015).  
Para comparar las muestras del cocultivo tratadas y sin tratar con PMA se tuvo 
en cuenta el valor del Cq. 
Finalmente se recogió el producto de cada muestra de la qPCR para ser 
analizado mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
I.2.8.3. ELECTROFORESIS Y VISUALIZACIÓN DEL PRODUCTO DE qPCR 
El producto de la qPCR se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 
1,5% (Anexo B.4) en tampón Tris-Borato-EDTA 1X (TBE) al que se le adicionó un 0,001% 
de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, CA, EE.UU.), a 90 V durante 90 minutos. 
Se incluyó un marcador de pesos moleculares (M100-1000, Blirt, Polonia) para 
poder estimar el tamaño de los fragmentos de DNA amplificados. Finalmente, los 
fragmentos se visualizaron en un transiluminador de luz UV. 
 
I.2.9. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE H. pylori VIABLE MEDIANTE PMA-qPCR 
Para la detección e identificación de H. pylori viable mediante PMA-qPCR en 
primer lugar es necesario tratar las alícuotas con PMA. Seguidamente se ha de extraer 
el DNA para posteriormente realizar la qPCR específica de H. pylori y observar los 
fragmentos amplificados mediante electroforesis. 
  




I.2.9.1. TRATAMIENTO CON PMA 
El PMA (GenIUL, España) se disolvió en 782 µl de agua Milli-Q para crear una 
concentración stock de 1250 µM, según las instrucciones del fabricante. Se añadieron 
20 µl de la solución stock de PMA a las alícuotas de las muestras de cocultivo tratadas 
con hipoclorito sódico para conseguir una concentración final de PMA de 50 µM. 
Después de mantenerlas en oscuridad y agitación durante 5 minutos a temperatura 
ambiente, las muestras se fotoactivaron durante 15 minutos usando el equipo PhAST 
Blue (GenIUL, España). Seguidamente, se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 
minutos, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 200 μl de PBS 
(Agustí et al., 2010). 
Finalmente las muestras se congelaron a -20°C hasta que se extrajo el DNA. 
 
I.2.10. AISLAMIENTO DE H. pylori EN PLACA TRAS EL TRATAMIENTO DE 
DESINFECCIÓN 
Para el aislamiento de H. pylori en placa tras el tratamiento de desinfección con 
hipoclorito sódico se utilizó el medio ASP. Las placas se incubaron a 37°C durante 3 
días en condiciones de microaerofilia (5% O2, 10% CO2 y 85% de N2). Pasado este 
tiempo, en caso de observar alguna colonia sospechosa de ser H. pylori, esta se recogió 
y se resuspendió en 200 µl de PBS para la posterior extracción del DNA e identificación 
mediante qPCR (Apartados I.2.8.1 y I.2.8.2). 
 
  




I.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Con la finalidad de comprobar la internalización de H. pylori en amebas se 
realizó un ensayo in vitro de cocultivo por triplicado. Se utilizaron diferentes técnicas 
moleculares y de cultivo para la detección de las células de H. pylori procedentes 
exclusivamente del interior de A. castellanii, así como para comprobar su viabilidad. En 
las tres réplicas del ensayo de cocultivo se observaron resultados equivalentes. 
Para conseguir un cultivo axénico de A. castellanii, pese a que se trataba de una 
cepa de referencia, se hizo necesaria la suplementación del medio PYG con antibióticos 
(PYG+A) para evitar su contaminación. De esta forma se consiguió mantener un cultivo 
axénico de A. castellanii adecuado para el cocultivo con H. pylori (Figura 34). Para 
eliminar los antibióticos y que no afectaran a H. pylori durante el cocultivo se procedió 
a realizar diversos lavados con 5 ml de tampón PBS mediante la adición y posterior 
eliminación por decantación del citado tampón. La concentración de trofozoitos no 
disminuyó después de los diversos lavados, debido a que estos se encontraban 
adheridos a la base del frasco de cultivo celular. Sin embargo, se eliminaron la práctica 
totalidad de los quistes, ya que estos no tienen adherencia al frasco de cultivo celular. 
Este hecho no afectó al cocultivo, ya que la forma amébica deseada para el mismo es 
la del trofozoito, debido a que es la metabólicamente activa, y por tanto la que es 
capaz de internalizar la bacteria. 
 
 
Figura 34: Fotografía en microscopio invertido (200x) de cultivo axénico de A. castellanii  
 




Después de los lavados, los 10 ml de PYG+A se sustituyeron por 10 ml de PAGE 
según Smith y Ashbolt (2012), para que las amebas dispusieran de menos nutrientes y 
así aumentara la fagocitosis de H. pylori. Después de un periodo de carencia de 
nutrientes de 48 horas, se observó que la mayoría de células de A. castellanii se 
encontraba en su forma de quiste, lo cual era inviable para la práctica del cocultivo. 
Probablemente esto fue debido a una exposición demasiado larga a la condición 
adversa de falta de nutrientes. Por este motivo la sustitución por el medio PAGE se 
realizó 24 horas antes del cocultivo. En este caso se observó que sólo una pequeña 
proporción de las amebas estaba enquistada, permaneciendo la mayoría en forma de 
trofozoito, lo cual ya hacía posible la realización del cocultivo, por lo que se seleccionó 
como condición óptima el cultivo en PAGE durante 24 horas. 
Una vez se pusieron en contacto A. castellani y H. pylori, estos se mantuvieron en 
condiciones de aerobiosis a temperatura ambiente y en oscuridad hasta la finalización 
del cocultivo. H. pylori necesita condiciones de microaerofilia para su crecimiento y, 
pese a que su viabilidad se ve más comprometida cuanto más tiempo pasa fuera de 
estas condiciones, el cocultivo se realizó en aerobiosis para asemejar las condiciones 
ambientales. Además, se hizo necesaria la realización del ensayo en oscuridad porque 
H. pylori estaba teñido por los fluorocromos SYTO9-PI y porque el hipoclorito sódico se 
descompone por exposición a la luz. 
Seguidamente, la solución conteniendo las amebas y las bacterias se centrifugó 
para concentrar las amebas y eliminar parte de las células de H. pylori que no se 
encontrasen dentro de A. castellanii. 
Para asegurar que no hubieran células viables de H. pylori fuera de la ameba, se 
sometió al cocultivo a un tratamiento de desinfección con hipoclorito sódico al que 
esta bacteria patógena fuera sensible (Moreno et al., 2007), de tal forma que las 
células de H. pylori internalizadas habrían estado protegidas del tratamiento de 
desinfección, y mantendrían su viabilidad. 
Para la adición de la solución de hipoclorito sódico era necesario el cambio del 
medio PAGE por PBS, según Dupuy et al. (2011), ya que el primero consume el 52% de 
hipoclorito ClO-, que es la molécula que realmente actúa sobre las membranas 
celulares, y el segundo sólo un 20%. Esta diferencia es debida a que el PAGE contiene 




Ca2+ y Mg2+, los cuales catalizan fuertemente una reacción de descomposición del 
hipoclorito (Gordon et al., 1995). 
Mediante la adición de hipoclorito sódico se eliminaron las células de H. pylori 
del exterior de las amebas, ya que estas mueren por la alta exposición a este agente. 
García et al. (2013) añadieron suero salino acidificado (pH 2) después de hacer varios 
subcultivos de muestras de agua con FLA y antes de la extracción de DNA para 
identificar bacterias del interior de FLA. Sin embargo, este tratamiento no es efectivo 
contra ARB resistentes a condiciones ácidas, como H. pylori. En otro estudio, llevado a 
cabo por Thomas et al. (2008) se emplearon también varios pasos de subcultivo de 
muestras de agua positivas para FLA para eliminar bacterias exógenas. Seguidamente, 
se lisaron las FLA y el contenido liberado se añadió a cultivos de A. castellanii para 
recuperar las ARB presentes. Sin embargo, en este caso, al igual que en el de García et 
al. (2013), no se puede estar seguro de que el DNA de las bacterias externas se haya 
eliminado completamente y que el DNA exógeno no va a ser detectado mediante PCR. 
Por tanto, en estos casos, las bacterias asociadas a FLA podrían estar 
sobreestimándose.  
El tratamiento con hipoclorito sódico se llevó a cabo a una concentración final de 
104 ppm. Se decidió usar esta concentración tan elevada para tener la certeza de que 
todas las células de H. pylori en el exterior de A. castellanii fueran inactivadas. Según 
Loret y Greub (2010), los quistes de Acanthamoeba pueden resistir concentraciones de 
varios cientos de mg·min/ml de cloro, y, aunque el cocultivo se realizó con el 
trofozoito, se comprobó mediante observación al microscopio invertido que la 
integridad y culturabilidad de A. castellani no se vieron afectadas después del 
tratamiento de desinfección, por lo que este método se determinó como válido. 
Después de la actuación del hipoclorito sódico, el cocultivo se lavó para eliminar 
el cloro libre residual, en lugar de añadir una solución de tiosulfato para neutralizarlo 
(Bonilla-Lemus et al., 2010). La adición de tiosulfato está condicionada por la cantidad 
de cloro libre que quede en la muestra (Clesceri et al., 1992). Esto haría necesario 
realizar una medición del cloro libre, con la consiguiente pérdida de parte de la 
muestra. 




La tinción de H. pylori con SYTO9-PI permitió comprobar in situ el estado de 
viabilidad de las células de esta bacteria antes, durante y después del cocultivo. Antes 
del mismo, nada más realizar la tinción, se comprobó que la mayoría de células 
estaban en forma helicoidal y viable, ya que se observaban con fluorescencia verde 
(Figura 35). Después de 1 h en cocultivo en aerobiosis se observaron tanto en forma 
viable, verde, como no viable, roja (Figura 36), existiendo células de H. pylori viables 
dentro de A. castellanii (Figura 36C). También se observaron células viables de H. pylori 
dentro de A. castellanii a las 24 horas (Figura 37), con lo que se comprobó, de acuerdo 
con otros autores (Winiecka-Krusnell et al., 2002; Smith y Ashbolt, 2012), la 
internalización de H. pylori incluso después de estas 24 horas, sugiriéndose que la 
bacteria es capaz de sobrevivir en el interior de A. castellanii. 
 
 
Figura 35: Visualización de H. pylori teñido con SYTO9-PI antes del cocultivo 
  





Figura 36: Visualización de H. pylori teñido con SYTO9-PI antes de la adición de hipoclorito 
sódico: (A) Visualización de H. pylori teñido con SYTO9-PI dentro del trofozoito de A. castellanii 
de B. (B) Visualización de la morfología de un trofozoito de A. castellanii con H. pylori en su 




Figura 37: Visualización de H. pylori teñido con SYTO9-PI en el interior de A. castellanii después 
de 24 horas 
 
Durante el proceso de cocultivo se pudo comprobar que conforme avanzaba el 
tiempo, el porcentaje de células bacterianas no viables, rojas, aumentaba, aunque 
siempre se observaron células viables dentro de A. castellanii. 
La mayoría de ARB son capaces de entrar en el estado VBNC, lo que hace que 
pierdan la habilidad de crecer en medios de cultivo sintéticos, lo cual podría dar lugar a 
una subestimación de la presencia de bacterias viables cuando las muestras son 
analizadas mediante cultivo. La identificación mediante técnicas moleculares podría 
ser una alternativa y, de hecho, estas han sido previamente usadas para monitorizar la 
presencia de H. pylori en cocultivo con Acanthamoeba spp. (Winiecka-Krusnell et al., 
2002; Smith y Ashbolt, 2012). Concretamente, en el presente estudio se han empleado 




las técnicas FISH y qPCR, solas y en combinación con DVC (DVC-FISH) y PMA (PMA-
qPCR) para determinar la internalización y viabilidad de H. pylori en A. castellanii. 
El tratamiento de la solución de cocultivo con PMA se utilizó para eliminar la 
amplificación del DNA procedente de las células de H. pylori que pudieran quedar 
fuera de las células de A. castellanii después del tratamiento con hipoclorito sódico, o 
de fragmentos de DNA libres en el medio, y de esta forma detectar solo el DNA de las 
células de H. pylori procedente del interior de A. castellanii. Los resultados indicaron 
que H. pylori sí había sido internalizado por A. castellanii, ya que hubo producto de 
amplificación tras la qPCR, cuyo tamaño se comprobó posteriormente por 
electroforesis (Figura 38). 
 
 
Figura 38: Resultados de la qPCR para la identificación de H. pylori del interior de A. castellanii. 
1, 2, 3: cocultivo de Acanthamoeba castellani + Helicobacter; 4: Control +; 5: Control -; M: 
marcador de pesos moleculares 100pb 
Cuando las muestras no se trataron con PMA, el Cq promedio de la qPCR (26,34) 
fue menor que cuando las muestras se trataron con PMA (28,01). Este resultado 
indica, como es de esperar, que en las muestras del cocultivo sin el tratamiento de 
PMA se detecta una mayor cantidad de DNA (DNA externo, DNA de las células muertas 
de H. pylori del exterior de A. castellanii y DNA de H. pylori del interior de A. castellanii) 
que en las muestras tratadas con este agente, apoyando la teoría de que el PMA 
elimina el DNA de las células muertas y el DNA extracelular (Fittipaldi et al., 2012), 
mostrando la presencia de H. pylori dentro de A. castellanii, aunque mediante este 
método no se pueda distinguir células internalizadas viables y no viables (Figura 39). 
 





Figura 39: Curvas de amplificación de las muestras de cocultivo de H. pylori y A. castellanii, con 
y sin tratamiento con PMA 
 
Por otra parte, el análisis mediante FISH mostró la presencia de H. pylori con 
morfología tanto cocoide como helicoidal fuera (Figura 40) y dentro (Figura 41) de A. 
castellanii. 
El análisis mediante FISH no puede demostrar que las células de H. pylori, 
internalizadas o no, sean viable después del tratamiento con hipoclorito sódico. 
Algunos autores consideran que la detección mediante este método está directamente 
relacionada con la viabilidad (Winiecka-Krusnell et al., 2002). Sin embargo, Nocker y 
Camper (2006) detectaron rRNA mediante PCR de transcripción reversa en muestras 
que contenían células muertas mediante exposición a calor e isopropanol hasta 16 
horas después de la muerte. Otros autores demostraron la presencia de rRNA 16S 
hasta 48 horas, o del DNA hasta 24 horas después de la muerte celular, por lo que, 
cuando la detección de un patógeno en muestras ambientales se basa en estos 
marcadores no puede demostrarse que las células detectadas sean viables (McKillip et 
al., 1998; Moreno et al., 2007). 
 





Figura 40: Identificación de H. pylori después del cocultivo. (A)Hibridación con la sonda HPY-
LNA. (B) Hibridación con la sonda EUB-338  
 
 
Figura 41: Identificación de H. pylori en el interior de A. castellanii después del cocultivo 
mediante FISH. (A) Hibridación con la sonda HPY-LNA. (B) Hibridación con la sonda EUB-338. 
(C) Visualización de la morfología del mismo trofozoito en el microscopio de epifluorescencia 
con luz blanca 
 
Por este motivo, en este trabajo se utilizó el método DVC-FISH para la detección 
e identificación de células viables de H. pylori excretadas por A. castellanii después del 
tratamiento de desinfección, ya que éste método sí que permite evidenciar la 
viabilidad de H. pylori (Piqueres et al., 2006). Según los estudios disponibles en la 
bibliografía, las FLA excretan las bacterias endógenas cada 2 ó 4 horas tras la ingestión 
(Gaze et al., 2003; Axelsson-Olsson et al., 2010; Smith y Ashbolt, 2012) pero el periodo 




de excreción depende de las condiciones ambientales y de las especies de bacteria 
excretadas (Vaerewijck et al., 2014). Por tanto, las muestras del cocultivo se analizaron 
tras 24 horas de incubación en el medio DVC, tiempo que se consideró suficiente para 
que se hubieran excretado un número alto de células.  
El análisis mediante FISH tras el tratamiento con DVC mostró la presencia de 
células de H. pylori elongadas y con mayor intensidad de fluorescencia, lo cual implica 
que esta bacteria es excretada en forma viable tras el proceso de cocultivo con A. 
castellanii (Figura 42). De esta forma se demuestra la capacidad de las células de H. 
pylori de sobrevivir, no sólo a cortos periodos de cloración (Moreno et al., 2007), sino 
también a periodos más largos en presencia de A. castellanii cuando son internalizadas 
por esta. Aunque existen trabajos en los que se ha estudiado la internalización de H. 
pylori en amebas in vitro (Winiecka-Krusnell et al., 2002; Smith y Ashbolt, 2012) en 
ninguno de ellos se ha demostrado su supervivencia, siendo el presente trabajo el 
primero en demostrarla. 
 
 
Figura 42: Identificación de H. pylori viable después de la incubación en el medio DVC. 
Hibridación con la sonda HPY-LNA. 
 
El último paso de este trabajo consistió en tratar de determinar la cultivabilidad 
de las células de H. pylori presentes en el interior de las amebas, puesto que otras 
bacterias patógenas, tales como Campylobacter, Legionella y Salmonnella, son 
recuperadas por cultivo después de ser excretadas a través de vesículas de expulsión o 




pellets fecales (Axelsson-Olsson et al., 2010; Denoncourt et al., 2014; Vaerewijck et al., 
2014). 
Para la identificación de células cultivables de H. pylori después del ensayo de 
cocultivo se utilizó el medio ASP, debido a que, según algunos autores, favorece el 
crecimiento de esta bacteria (Jiang y Doyle, 2000).  
Aunque que muchas ARB no son capaces de excretarse, teniendo en cuenta los 
estudios de Marciano-Cabral y Cabral (2003), quienes describieron que H. pylori puede 
ser excretado tras 4 días en cocultivo con Acanthamoeba astronyxis, se decidió 
inocular el cocultivo en el medio de cultivo sin desintegrar previamente las células de 
A. castellanii. 
En las placas cultivadas en las condiciones de microaerofilia y en medio ASP se 
observaron unas zonas donde el agar se había degradado (Figura 43). Se hizo una 
preparación al microscopio y se observó que se trataba de amebas y por tanto de A. 
castellanii. De esta forma, se sugiere que esta ameba es capaz de crecer en cultivo bajo 
las condiciones óptimas para H. pylori. 
 
 
Figura 43: Fotografía de una placa de ASP del cocultivo de A. castellanii y H. pylori cultivada 
bajo las condiciones de H. pylori con el agar degradado 
 
En este trabajo no se pudieron cultivar células de H. pylori en ninguno de los 
ensayos. Esto sugiere que, tras el cocultivo, H. pylori adquiere la forma viable no 
cultivable (VBNC), ya que mediante DVC-FISH sí que se ha demostrado en este estudio 
la viabilidad de la bacteria tras el proceso de cocultivo y desinfección con hipoclorito 
sódico. 




Tras obtener estos resultados y teniendo en cuenta el hecho de que H. pylori ha 
sido previamente detectado en diferentes sistemas acuáticos, incluyendo ríos, aguas 
residuales o aguas potables (Moreno y Ferrús, 2012; Piqueres et al., 2006; Tirodimos et 
al., 2014), se condidera que este estudio demuestra por primera vez que H. pylori 
pertenece al grupo de bacterias ARB, pudiendo sobrevivir dentro de FLA, y, por lo 
tanto, actuando estas como “Caballos de Troya”, protegiendo a la bacteria y pudiendo 
ser un vehículo de transmisión para la misma.   
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En el capítulo anterior se ha demostrado que H. pylori es capaz de sobrevivir 
dentro de la FLA Acanthamoeba castellanii después de resistir un tratamiento de 
desinfección por cloración. 
Por otra parte, diversas FLA son patógenas humanas y pueden suponer un riesgo 
para la salud pública si alcanzan al consumidor. 
 
Por tanto, el objetivo general de este capítulo es: 
Aislar e identificar FLA en aguas residuales y potables, así como determinar la 
presencia de células de H. pylori viables procedentes del interior de FLA en las mismas 
muestras de agua, mediante la técnicas empleadas en el ensayo de cocultivo. 
 
Para conseguirlo, se llevarán a cabo los siguientes objetivos específicos: 
1. Aislar e identificar FLA en aguas residuales y potables de la Comunidad 
Valenciana 
2. Detectar, mediante la técnica qPCR, células de H. pylori procedentes del 
interior de las FLA presentes en aguas residuales y potables 
3. Detectar, mediante la técnica DVC-FISH, células viables de H. pylori 
procedentes del interior de las FLA presentes en aguas residuales y potables 
4. Detectar formas cultivables de H. pylori procedentes del interior de las FLA 
presentes en aguas residuales y potables 
5. Evaluar el proceso de desinfección con UV en las aguas residuales 
  





II.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
II.2.1. ORIGEN DE LAS MUESTRAS DE AGUA 
Se analizaron un total de 100 muestras ambientales, 69 muestras de agua 
residual y 31 muestras de agua potable. 
Las 69 muestras de agua residual (R1-R69), recogidas desde febrero de 2013 
hasta julio de 2016, provenían de varias Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales 
(EDAR) localizadas en la Comunidad Valenciana. Las muestras se tomaron después de 
los procesos de tratamiento secundario y terciario (Anexo C). 
Una de las EDAR, fuente del 65% de las muestras del estudio, depura las aguas 
para 180.000 habitantes equivalentes; con un caudal de 40.000 m3/día. El 
pretratamiento consta de una reja para sólidos gruesos, una reja para sólidos finos, 
desarenador y desengrasador. El tratamiento primario se realiza por decantación. El 
tratamiento secundario tiene lugar en reactores biológicos para el tratamiento con 
fangos activos y el tratamiento terciario se realiza mediante coagulación, filtración y 
desinfección con radiación ultravioleta. 
El otro 35 % de las muestras de agua residual se tomaron de diversas EDARs. En 
todas ellas el tratamiento secundario tiene lugar en reactores biológicos para el 
tratamiento con fangos activos y el tratamiento terciario se realiza mediante 
coagulación, filtración y desinfección con radiación ultravioleta. 
Además, se analizaron un total de 31 muestras de agua potable (P1-P31) 
recogidas desde febrero de 2013 hasta julio de 2016, que provenían tanto de fuentes 
públicas de agua potable localizadas en la Comunidad Valenciana como de la red de 
distribución de agua de diferentes unidades domésticas, también situadas en la 
Comunidad Valenciana (Anexo C). 
  




II.2.2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS DE AGUA 
La concentración de las muestras para determinar la presencia de FLA en aguas, 
tanto residuales como potables, se realizó por filtración. Todas las muestras fueron 
tomadas en botellas estériles y se mantuvieron refrigeradas hasta que fueron 
procesadas en un plazo máximo de 24 horas. 
En aguas potables se procesó un volumen de 5 litros. En aguas residuales se 
procesó un volumen de 1 litro. En ambos casos las muestras se filtraron a través de 
una membrana de nitrocelulosa estéril de 3 μm (Scharlab, España). 
Tras la filtración, se transfirió la membrana asépticamente a una placa de agar no 
nutritivo (non-nutrient agar Page; NNAP; Anexo A.1) de forma que todo lo retenido por 
la misma estuviera en contacto con el agar. Pasadas 24 horas se retiró la membrana. 
En el caso del agua potable, antes de la filtración, la placa de NNAP se sembró con 100 
μl de células muertas de Escherichia coli (manteniendo una suspensión del 
microorganismo durante 5 minutos a 100°C) según Badirzadeh et al. (2011). 
La incubación de las placas de NNAP se realizó a 28°C hasta 30 días en aerobiosis. 
Durante este tiempo se comprobó si había crecimiento de FLA mediante la 
observación de las placas cada dos o tres días, usando tanto un microscopio invertido 
como un microscopio de contraste de fases. 
Cuando se detectó crecimiento de FLA se procedió a la identificación de las 
mismas (Apartado II.2.3) y a la detección de posibles células de H. pylori procedentes 
del interior de las FLA presentes (Apartado II.2.4). 
El esquema del procesado de las muestras de agua se encuentra detallado en la 
figura 44. 
 





Figura 44: Protocolo de aislamiento e identificación de amebas de vida libre y de detección de Helicobacter pylori procedente del interior de amebas de vida libre en aguas residuales y 










II.2.3. IDENTIFICACIÓN DE AMEBAS DE VIDA LIBRE (FLA) 
Para el aislamiento de FLA a partir de la placa de NNAP se utilizó un 
micromanipulador (Narishige, Japón). A través de una cánula de vidrio se aspiró una 
única ameba, bien en forma de quiste o de trofozoito, para separarla del resto. Este 
procedimiento se realizó en 13 muestras de agua residual y en 4 muestras de agua 
potable. 
Cada FLA aislada se depositó sobre una placa de NNAP (Anexo A.1), que se 
incubó a 28°C de 3 a 5 días en aerobiosis y se resembró en tres nuevas placas de NNAP, 
que se incubaron en las mismas condiciones, para conseguir una mayor concentración 
de la misma. Cuando se volvió a observar crecimiento, se recogió el contenido de las 
tres placas mediante la adición de tampón PBS (Anexo B.2) y la utilización de un 
raspador de células estéril, depositando el contenido en un microtubo, el cual se 
centrifugó a 500 g durante 3 minutos y cuyo pellet se resuspendió en 200 μl de PBS. 
Seguidamente se extrajo el DNA de cada cultivo de FLA aislada (Apartado I.2.8.1) 
y se procedió a la identificación de las mismas mediante PCR, tal y como se describe a 
continuación. 
 
II.2.3.1. PCR MÚLTIPLE 
Se seleccionaron dos regiones del 18S rRNA para la detección específica de 
distintos géneros de amebas. Para la detección de amebas del filo Amoebozoa se 
amplificó un fragmento de 130 pb para el género Acanthamoeba y un fragmento de 50 
pb para los géneros Echinamoeba y Vermamoeba, utilizándose los iniciadores 
Amo1400F y Amo1540R. Para la detección de amebas pertenecientes a la familia 
Vahlkampfiidae tales como Naegleria o Vahlkampfia, entre otras, se amplificó un 
fragmento de 150 pb utilizándose los iniciadores Vahl560F y Vahl730R (Le Calvez et al., 
2012). 
  





Las secuencias de los iniciadores son las siguientes: 
 
Amo1400F: 5’- ATG CCG ACC ARS GAT YMG GAG -3’ 
Amo1540R: 5’- CAA GST GCY MGG GGA GTC AT -3’ 
Vahl560F: 5’-AGG TAG TGA CAA GMY RTA GYG ACT-3’ 
Vahl730R: 5’- GGG CGT TTT AAC TAC ARC AGT ATT A-3’ 
 
Para la reacción de amplificación se utilizaron las siguientes concentraciones de 
reactivos, adaptadas de Le Calvez et al. (2012): 5 μl de Tampón 10X (Anexo B.4), 1,5 μl 
de MgCl2 50mM, 1 μl de dNTPs 10 mM, 1 μl de cada uno de los iniciadores a 20 μM, 1 
U del enzima Taq polimerasa, 0,3 μl de BSA (1 mg/ml) y 3 μl de DNA molde de cada 
muestra en un volumen final de 25 μl. Se incluyó un control negativo en el que el DNA 
se reemplazó por agua Milli-Q y un control positivo en el que DNA procedía de la cepa 
de referencia de A. castellanii. 
La mezcla de reacción se sometió a las condiciones mostradas en la Tabla 6. 
 
Tabla 6: Condiciones de la PCR múltiple para la identificación de amebas de vida libre (FLA) 
Nº CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO FASES 
1 94 1,5 min Desnaturalización 
 
94 30 s Desnaturalización 
40 62 1 min Unión de iniciadores 
 
72 1 min Extensión del producto 
1 72 10 min Extensión final 
 
Los productos de la PCR múltiple se analizaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2% (Apartado II.2.3.3) 
  





Se amplificó una región del 18S rDNA de aproximadamente 850 pb conservado 
en todas las amebas, mediante los iniciadores Ami6F y Ami9R, descritos por Thomas et 
al. (2006b). 
Las secuencias de los iniciadores son las siguientes: 
 
Ami6F: 5’-CCA GCT CCA ATA GCG TAT ATT-3’ 
Ami9R: 5’- GTT GAG TCG AAT TAA GCC GC-3’ 
 
Para la reacción de amplificación se utilizaron las siguientes concentraciones de 
reactivos: 5 μl de Tampón 10X (Anexo B.4), 2 μl de MgCl2 50 mM, 1,5 μl de dNTPs a 10 
mM, 1 μl de cada uno de los iniciadores a 25 μM, 1 U del enzima Taq polimerasa, 0,5 μl 
de BSA (1 mg/ml) y 3 μl de DNA molde de cada muestra en un volumen final de 50 μl. 
Se incluyó un control negativo en el que el DNA se reemplazó por agua ultrapura 
estéril, y un control positivo en el que DNA procedía de la cepa de referencia de A. 
castellanii. 
La reacción de PCR se realizó adaptando las condiciones descritas por Thomas et 
al. (2006b) (Tabla 7). 
 
Tabla 7: Condiciones de la FLA-PCR para la identificación de amebas de vida libre 
Nº CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO FASES 
1 94 5 min Desnaturalización 
 
94 1 min Desnaturalización 
40 50 45 s Unión de iniciadores 
 
72 2 min Extensión del producto 
1 72 8 min Extensión final 
 
Los productos de la FLA-PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1,5% (Apartado II.2.3.3.) y se sometieron a secuenciación (Apartado 
II.2.3.4.).  





II.2.3.3. ELECTROFORESIS Y VISUALIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE LA FLA-PCR Y 
LA PCR MÚLTIPLE 
Para los productos de la PCR múltiple, el gel de agarosa se preparó al 2% (Anexo 
B.4.) en tampón TBE 1X y se sometió a 90 V durante 90 minutos en una cámara 
electroforérica. 
Para los productos de la FLA-PCR, el gel de agarosa se preparó al 1,5% (Anexo 
B.4.) en tampón TBE 1X y se sometió a 90V durante 90 minutos.  
Ambos geles se prepararon con un 0,001% (v/v) de GelRed™ (Biotium, Hayward, 
CA, EE.UU.). Al cargar cada gel se incluyó un marcador de pesos moleculares (M100-
1000, Blirt, Polonia).  
Finalmente, los fragmentos se visualizaron en un transiluminador de luz UV. 
 
II.2.3.4. SECUENCIACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR 
Los productos de la FLA-PCR se purificaron mediante el sistema comercial 
GenElute™ PCR clean-up kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). La secuenciación se 
llevó a cabo en el servicio de secuenciación del Instituto de Biología Molecular y 
Celular de Plantas (IBMCP) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), en España. 
Las secuencias se visualizaron mediante el software Chromas versión 2.1.1 
(http://technelysium.com.au/wp/chromas/) y se analizaron mediante la herramienta 
de análisis online BLAST (www.ncbi.nlm.nhm.gov). 
 
II.2.4. DETECCIÓN DE H. pylori EN FLA AISLADAS 
Cuando se detectó crecimiento de FLA en las placas de NNAP de las muestras 
ambientales y la gran mayoría se encontraba en su forma vegetativa, trofozoito, se 
recogió el contenido de cada placa adicionándole PBS y utilizando un raspador de 
células estéril. Si las FLA se encontraban mayoritariamente en su forma de resistencia, 
el quiste, se adicionó PAGE a las placas de NNAP y se mantuvieron a 28°C durante 1-2 
días hasta observar abundantes trofozoitos. 




La solución de FLA se centrifugó a 500 g durante 3 minutos para recuperar todas 
las amebas y el sedimento se resuspendió en 500 μl de PBS. A continuación, se añadió 
una solución de hipoclorito sódico hasta una concentración final de 104 ppm, con el 
objetivo de matar las células de H. pylori que hubiera fuera de las FLA, manteniendo 
esta solución en aerobiosis y en oscuridad durante una hora, tal y como se describe en 
el capítulo anterior. 
Seguidamente, esta solución se lavó tres veces con PBS, centrifugándose a 500 g 
durante 3 minutos para eliminar el hipoclorito sódico residual que no hubiera actuado 
y el sedimento se resuspendió en 1 ml de PBS. Se emplearon diferentes alícuotas de 
esta suspensión para la detección de H. pylori mediante cultivo y las técnicas 
moleculares descritas en apartados anteriores: 
 500 μl para ser tratados con PMA, extraer el DNA y posteriormente 
realizar una qPCR (Apartados I.2.9.1, I.2.8.1 y I.2.8.2). 
 400 μl para el tratamiento mediante DVC-FISH (Apartado I.2.7, 
modificando los volúmenes: 400 µl de muestra y 3,6 ml de caldo DVC). 
 100 μl para la siembra en masa en el medio de cultivo ADent (Anexo A.1) 
(Apartado I.2.10, aumentando el tiempo de incubación a 37°C hasta 5-7 
días). 
  





II.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
II.3.1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE AMEBAS DE VIDA LIBRE 
(FLA) 
El volumen de agua a procesar fue menor en el agua residual depurada debido a 
que ésta tiene una mayor carga microbiana que el agua potable. El tamaño de poro de 
3 µm de las membranas utilizadas en la filtración era superior al utilizado por la 
mayoría de autores: 0,2 µm (Corsaro et al., 2010), 0,45 µm (Bonilla-Lemus et al., 2010; 
Mahmoudi et al., 2012) 0,7 µm (García et al., 2013), 1,2 µm (Pernin et al., 1998) o 1,6 
µm (Behniafar et al., 2015). Sin embargo, Maschio et al. (2015a) también utilizaron 
membranas de 3 µm de tamaño de poro para el aislamiento de Acanthamoeba en 
agua embotellada. Se decidió usar este gran tamaño de poro porque iba a permitir 
eliminar una mayor cantidad de carga microbiana, que podía influir en el crecimiento 
de las FLA, a la vez que no iba a permitir el paso de las mismas, ya que tienen tamaños 
más grandes. Por ejemplo, los trofozoitos de Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri y 
Balamuthia mandrillaris miden 20-60 μm, 13-25 μm y 12-60 μm y sus quistes 11-30 
μm, 8-20 μm y 6-30 μm respectivamente (Peralta y Ayala, 2009). 
Se observó crecimiento de FLA en un 67,0% de las muestras procesadas. 
Concretamente se cultivaron FLA en un 79,7% de las muestras de agua residual y en un 
38,7% de las muestras de agua potable (Tabla 8). 
 
Tabla 8: Número y porcentaje de muestras de agua residual y potable con presencia de FLA 
TIPO DE AGUA 
MUESTRAS PROCESADAS 
n 
PRESENCIA DE FLA 
n (%) 
Agua residual 69 55 (79,7) 
Agua potable 31 12 (38,7) 
TOTAL 100 67 (67,0) 
 
La evaluación del proceso de desinfección con UV en las aguas residuales se 
realizó cuando, en un mismo muestreo, se pudo tomar una muestra procedente de un 
punto situado antes de la entrada al tratamiento terciario, el de desinfección, y otra de 
un punto situado después de dicho tratamiento. Concretamente, el proceso de 




desinfección con UV se evaluó en 48 de las 69 muestras de agua residual procesadas, 
tomadas en 24 muestreos (Muestras R1-R48, Anexo C). 
De los 24 muestreos, 16 fueron positivos para la presencia de FLA tanto a la 
entrada como a la salida del tratamiento de desinfección, lo que indica que este no fue 
efectivo, al menos para la presencia de amebas de vida libre. Cinco de los muestreos 
fueron negativos para la presencia de FLA a la entrada de tratamiento de desinfección 
pero positivos a la salida de este, sugiriendo la existencia de un reservorio de FLA en el 
tanque de tratamiento terciario, donde se realiza el tratamiento con lámparas UV. Dos 
de los muestreos fueron positivos para la presencia de FLA a la entrada del 
tratamiento de desinfección pero negativos a la salida del mismo, lo cual indica que en 
estos casos el tratamiento de desinfección resultó efectivo para la eliminación de FLA. 
Finalmente, hubo un muestreo que fue negativo para la presencia de FLA tanto a la 
entrada como a la salida del tratamiento de desinfección. En un estudio llevado a cabo 
por Magnet et al. (2013), se detectó Acanthamoeba en aguas residuales y potables 
tanto crudas como depuradas mediante cultivo y qPCR. Estos resultados, en 
concordancia con los del presente trabajo, indican que el tratamiento seguido en estas 
plantas no es efectivo en la eliminación de FLA. Además, en algunos casos Magnet et 
al. (2013) no detectaron Acanthamoeba en agua cruda pero sin embargo sí en agua 
depurada, lo cual también ocurre en el presente trabajo. Esto parece sugerir que la 
presencia de FLA en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas podría ser 
debido no sólo a su resistencia al tratamiento, sino también al hecho de que estas 
pueden sobrevivir y crecer en los diferentes conductos de las plantas, probablemente 
protegidas en biopelículas (Thomas y Ashbolt, 2011). 
En España se han realizado varios trabajos en los que se estudió la presencia de 
FLA en muestras de agua. García et al. (2011) analizaron muestras de efluente de 
plantas depuradoras de agua residual y consiguieron aislar FLA del 100% de las 
muestras. En 2012, Magnet et al. realizaron un estudio sobre la caracterización 
molecular de Acanthamoeba en muestras de agua procedentes de depuradoras de 
agua residual. Mediante qPCR detectaron Acanthamoeba en el 87,5% de las muestras 
de agua residual tanto crudas como tratadas. En el mismo trabajo (Magnet et al., 
2012), los autores detectaron Acanthamoeba en una planta depuradora de agua 





potable mediante qPCR en un 85,7% del agua cruda y en un 100% del agua tratada, 
demostrando también una posible contaminación durante el proceso de desinfección. 
Y más tarde, Magnet et al. (2013) llevaron a cabo un extenso estudio sobre la 
presencia de FLA en muestras de plantas depuradoras de agua residual y potable y 
localizaciones de influencia. Mediante qPCR detectaron Acanthamoeba en un 94,6% 
del global de las muestras (93,7% en agua potable, 96,5% en agua residual y 91,7% en 
localizaciones de influencia) e incluso en una muestra detectaron B. mandrillaris por 
primera vez en aguas. 
La presencia de FLA en los efluentes de aguas residuales representa un riesgo 
para la salud humana, ya que algunas amebas, como Naegleria spp, y Acanthamoeba 
spp. son potencialmente patógenas. Concretamente, las aguas residuales depuradas 
de la Comunidad Valenciana se reutilizan para el riego de campos de cultivo. Esto 
supone que las FLA podrían estar presentes en los vegetales, como demuestran 
Vaerewijck et al. (2011). A este riesgo, por su potencial patógeno intrínseco, hay que 
añadir el riesgo que pueden suponer las FLA, por ser hospedadoras de posibles 
bacterias patógenas que sobreviven en su interior sin ser digeridas (ARB), actuando 
como “Caballos de Troya” (Barker y Brown, 1994). Las amebas, y concretamente los 
quistes de amebas, pueden ser altamente resistentes a diversos biocidas físicos y 
químicos, y, de este modo pueden proteger a cualquier microorganismo intracelular de 
condiciones ambientales adversas que normalmente los matarían (Barker et al., 1992). 
De hecho, en algunas de las muestras analizadas se observaron claramente FLA con 
bacterias en su interior (Figura 45). 
  





Figura 45: FLA de agua residual con bacterias intracelulares 
 
En el presente trabajo se ha demostrado que la presencia de FLA, tanto en aguas 
residuales (79,7% de las muestras analizadas) como en aguas potables (38,7% de las 
muestras analizadas), es un hecho generalizado. Sin embargo, actualmente la calidad 
microbiológica del agua está todavía basada en la presencia de bacterias coliformes 
como indicadores de contaminación fecal, pese a que la directiva Europea sobre la 
calidad del agua potable (Directiva 98/83/CE) indique que el agua destinada al 
consumo humano no debería de contener ningún tipo de microorganismo patógeno. 
En España hay una única directriz para la detección en aguas potables del 
protozoo patógeno Cryptosporidium u otros microorganismos o parásitos que no se 
especifican, siempre y cuando la determinación de Clostridium perfringens sea positiva 
y la autoridad sanitaria lo considere oportuno (Real Decreto de Ley 140/2003). Por otra 
parte, no existe una regulación específica de la presencia de protozoos en la actual 
directiva ambiental Europea (Directiva 86/278/CEE) para la reutilización de lodos 
procedentes de depuración de aguas residuales. 
En este trabajo, para la purificación y posterior identificación de FLA no se siguió 
el método basado en la observación microscópica de las diferentes morfologías 
características de cada FLA y purificación mediante el corte del fragmento de agar que 
la contenía (Thomas et al., 2008; Mahmoudi et al., 2012; García et al., 2013), ya que 
estas no pueden identificarse inequívocamente por su morfología, que es cambiante, y 
hay muchas especies de FLA que son muy similares al observarlas con el microscopio 





de contraste de fases. Además, en el fragmento de agar cortado, por muy pequeño 
que sea, puede haber diferentes morfotipos que no se han observado bajo el 
microscopio. Por esta razón se decidió utilizar un micromanipulador, mediante el cual 
sí era posible aislar una única FLA. 
En total se aislaron para su identificación 39 amebas de vida libre, 31 de aguas 
residuales (A1-A31, Anexo D) y 8 de aguas potables (A32-A39, Anexo D). De estas, se 
consiguieron identificar 37 FLA. En primer lugar se realizó la PCR múltiple, y cuando la 
amplificación resultó negativa o dudosa se realizó la FLA-PCR seguida de 
secuenciación. 
Mediante PCR múltiple se identificaron un total de 23 FLA aisladas. Se 
observaron algunos resultados acordes con lo descrito por Le Calvez et al. (2012) y 
otros no descritos previamente: Se detectó el fragmento de 130 pb de Acanthamoeba, 
el de 150 pb de la familia Vahlkampfiidae (entre las que se encuentran Naegleria y 
Vahlkampfia) y el de 50 pb perteneciente a Echinamoeba y/o Vermamoeba (Figura 46). 
Además, se observaron bandas que no estaban descritas por Le Calvez et al. (2012) 
(Figura 46). Esto puede ser debido a que en la PCR múltiple descrita por estos autores 
sólo se consideraron ciertas especies, y en cultivo puro (Acanthamoeba castellanii, 
Naegleria lovaniensis, Vermamoeba vermiformis y Vahlkampfia inornata) y aquí se 
está tratando con muestras ambientales que contienen diversas FLA, seguramente 
distintas a las cepas de referencia empleadas en dicho estudio. En las FLA purificadas 
de aguas residuales se identificó Acanthamoeba spp. y amebas de la familia 
Vahlkampfiidae. Característicamente se detectó un fragmento de 100 pb en dos de las 
FLA purificadas de agua residual (Carreras 3 y 4, figura 46) que no se pudo atribuir a 
ninguna especie de FLA. Entre las FLA purificadas de agua potable se identificaron 
Acanthamoeba spp. y Echinamoeba y/o Vermamoeba. 





Figura 46: Identificación de FLA aisladas mediante PCR múltiple. 1:A9; 2:A10; 3:A14; 4:A15; 
5:A19; 6:A20; 7: Acanthamoeba polyphaga; 8: Acanthamoeba castellanii; 9: Acanthamoeba 
tubiashi; 10: Acanthamoeba mauritaniens; 11: Vannellidae spp.; 12:A21; 13:A12; 14:A16; 
15:A17; 16:A18; 17: Control- ; M: marcador de pesos moleculares 100 pb 
 
Mediante FLA-PCR y su posterior secuenciación se identificaron un total de 14 
FLA (números de acceso de GenBank MF399028-MF399037) (Anexo D). En agua 
residual se identificaron Acanthamoeba spp., A. castellanii, A. tubiashi, A. polyphaga, 
Naegleria spp., Vannella spp. y Cercozoa spp. En las muestras de agua potable, las FLA 
identificadas fueron Acanthamoeba spp.y A. mauritaniens. Se intentó purificar un 
mayor número de FLA pero no fue posible ya que, o no se observó crecimiento inicial 
tras la purificación de una única célula con el micromanipulador, o la FLA purificada no 
creció tras sucesivos pases. 
En algunos casos, pese a utilizar el micromanipulador para aislar una única FLA, 
no se consiguió un cultivo axénico de la misma, como se demuestra en las carreras 4, 5 
y 6 de la figura 46, en las que aparecen varios fragmentos amplificados de igual o 
distinta intensidad, en función de la concentración de cada FLA. 
Como era de esperar, el género Acanthamoeba fue el que presentó mayor 
abundancia entre las FLA identificadas para ambos tipos de muestras, agua residual y 
potable. Como ya se ha comentado antes, en dos estudios llevados a cabo en España 
se detectó Acanthamoeba mediante qPCR en un 87,5% y 94,6% de las muestras de 
agua analizadas, que incluían agua residual y potable (Magnet et al., 2012; 2013). 





Además, en el presente estudio también se ha identificado en aguas residuales 
Naegleria spp. por secuenciación y miembros de la familia Vahlkampfiidae, entre las 
cuales se encuentra Naegleria, mediante PCR múltiple. En España, García et al., 2011 
detectaron Naegleria spp. en agua residual depurada.  
En las aguas potables de este estudio se han identificado Echinamoeba y/o 
Vermamoeba. V. vermiformis ya había sido previamente identificada en España en 
agua residual (García et al., 2011), en agua con fines recreativos (Reyes-Batlle et al., 
2016a) e incluso en suelo (Reyes-Batlle et al., 2016b). Además, Thomas et al. (2008) 
también identificaron V. vermiformis y Echinamoeba exudans en agua de río y en 
varias fases de depuración de una planta de tratamiento de agua potable en Francia, 
cuya agua de entrada es ese mismo río. 
En algunos de los aislados identificados por PCR múltiple como Acanthamoeba 
spp. se observó una ligera variación en el tamaño del fragmento amplificado, si bien 
estas variaciones a penas se aprecian en algunos casos (Figura 47), por lo que se 
concluye que esta PCR múltiple no permite la diferenciación visual de especies del 
género Acanthamoeba.  
 
 
Figura 47: Resultados de la PCR múltiple de diferentes especies de Acanthamoeba aisladas e 
identificadas mediante secuenciación. 1: Acanthamoeba polyphaga; 2: Acanthamoeba 
castellanii; 3: Acanthamoeba tubiashi; 4: Acanthamoeba mauritaniensis; M: marcador de 
pesos moleculares 100pb 
 




La diferencia en los tamaños amplificados de las cuatro especies de 
Acanthamoeba (A. polyphaga, A. castellanii, A. tubiashi y A. mauritaniensis) se 
comprobó in silico. Se seleccionaron las secuencias de cada FLA en la base de datos de 
secuencias GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y posteriormente estas 
se alinearon con la herramienta de alineamiento múltiple Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Los números de acceso de las secuencias 
seleccionadas para A. polyphaga, A. castellanii, A. tubiashi y A. mauritaniensis fueron 
U07407, U07401, AF19065 y AY351647, respectivamente. Las secuencias del 
alineamiento que contienen el fragmento amplificado pueden observarse en la figura 
48. 
Tras el alineamiento in silico se confirmó que para el fragmento del 18S rDNA hay 
variaciones en las secuencias de las diferentes especies del género Acanthamoeba. 
Para A. tubiashi el tamaño amplificado en la PCR múltiple por la pareja de iniciadores 
Amo1400F y Amo1540R es de 128 pb, para A. mauritaniensis de 137 pb, para A. 
castellanii de 137 pb y para A. polyphaga de 133 pb. Estos resultados se corresponden 
con el tamaño de las bandas observadas en el gel de la figura 47. 
 
 
Figura 48: Alineamiento in silico de A. tubiashi, A. mauritaniensis, A. castellanii y A. 
polyphaga. Las bases marcadas en verde se corresponden con el iniciador Amo1400F y 
las bases marcadas en azul se corresponden con el iniciador Amo1540R. 
 
Por otra parte, en la FLA-PCR también se observó una ligera variación entre 
diferentes aislados de amebas respecto al fragmento amplificado del 18S rDNA, lo cual 
indica que, pese a ser un fragmento genómico conservado, existe variación entre las 
diferentes FLA (Figura 49). 






Figura 49: Resultados de la FLA-PCR de FLA aisladas. 1:A25; 2:A29; 3:A30; 4:A31; 5:A3; 6:A7; 
7:A13; 8:A34; 9: Control-; M: marcador de pesos moleculares 100pb 
 
Una muestra negativa en la PCR múltiple (carrera 6, figura 49) presentó un 
tamaño inferior al descrito por Thomas et al. (2006b) para las FLA (850 pb) en la FLA-
PCR. Tras la secuenciación se comprobó que presentaba una homología del 99% con 
Cercozoa spp. y del 98% con Rhogostoma, que no están consideradas como FLA (Howe 
et al., 2011), lo que explica que no fuera amplificada mediante PCR múltiple, pese a 
que pudo cultivarse en las condiciones para FLA. Se comprobó que su morfología no 
era la característica de las FLA (Figura 50) y que se asemejaba mucho al género 
Rhogostoma (Figura 51). 
 
 
Figura 50: Fotografía en microscopio de contraste de fases (400x) de FLA aislada identificada 
como Cercozoa spp. mediante secuenciación 






Figura 51: Fotografía de Rhogostoma (Howe et al., 2011) 
 
Por otra parte, es llamativa la detección en agua residual de una ameba 
perteneciente al género Vannella sp., ya que es una FLA que no es muy común en 
aguas. En 2003, en Virginia, EE.UU., Ettinger et al. (2003) identificaron visualmente 
Vannella spp. en agua de río. Más tarde, en 2011 se identificó Vannella spp. mediante 
PCR y posterior secuenciación por primera vez en biopelículas de un ambiente 
hospitalario en Irán (Lasjerdi et al., 2011). En 2012, también en Irán, se identificó 
Vannella persistens mediante PCR y secuenciación en el 4% de las muestras de agua de 
ambientes recreacionales analizadas. En 2013 Buse et al. (2013) identificaron Vannella 
spp. en agua potable de Ohio, EE.UU., mediante amplificación y secuenciación del gen 
18S rDNA. También en 2013 García et al. (2013) identificaron Vannella spp. en agua de 
pantano en España. Las amebas que pertenecen a este género podrían actuar como 
“caballo de Troya” y podrían ayudar a la proliferación de sus endosimbiontes (Scheid, 
2007; Lasjerdi et al., 2011). Por tanto, aunque hasta la fecha no se haya demostrado 
que esta FLA sea patógena, sí que puede ser portadora de bacterias que lo sean. 
Tras la secuenciación, se confirmaron las morfologías presuntivas observadas 
previamente en los diferentes aislados: Acanthamoeba spp. (Figura 52), Naegleria spp. 
(Figura 53) y Vannella spp. (Figura 54). 
 






Figura 52: Fotografía en microscopio de contraste de fases (400x) de una FLA aislada 
identificada como Acanthamoeba spp. mediante secuenciación 
 
 
Figura 53: Fotografía en microscopio de contraste de fases (400x) de una FLA aislada 
identificada como Naegleria spp. mediante secuenciación 
 
 
Figura 54: Fotografía en microscopio de contraste de fases (400x) de una FLA aislada 
identificada como Vannella sp. mediante secuenciación 
 




II.3.2. DETECCIÓN DE H. pylori EN FLA AISLADAS 
Solo se evaluó la presencia de H. pylori en aquellas muestras que resultaron 
positivas para el aislamiento de FLA, ya que se pretendía estudiar la presencia de esta 
bacteria patógena dentro de las mismas. 
Otros autores ya demostraron la presencia de este patógeno en agua residual 
tanto después del tratamiento secundario como en el efluente, tras el tratamiento de 
desinfección (Moreno y Ferrús, 2012), asi como en agua potable (Al-Sulami et al., 
2012; Santiago et al., 2015). Precisamente la detección de esta bacteria tras los 
tratamientos de desinfección habituales, a los que teóricamente es sensible, ha dado 
lugar a estudios en los que se hipotetizaba que las amebas podían ser hospedadoras 
de H. pylori y ofrecerle así protección frente a condiciones adversas (Thomas et al., 
2010). 
Las técnicas moleculares utilizadas en este trabajo para detectar células viables 
de H. pylori ya se optimizaron en trabajos anteriores (Piqueres et al., 2006; Agustí et 
al., 2010)  
El análisis mediante PMA-qPCR mostró la presencia de H. pylori en el interior de 
FLA en un 58,2% del global de las 67 muestras positivas para el aislamiento de FLA. 
Concretamente se detectó H. pylori en un 50,9% de las muestras de aguas residuales 
con presencia de FLA (Tabla 9), tanto después del tratamiento secundario como 
terciario, en concentraciones cuantificables desde 3,41 · 101 hasta 2,77 · 103 unidades 
genómicas por muestra. En el caso de las aguas potables, el 91,7% de las analizadas 
tenían H. pylori internalizado (Tabla 9) en concentraciones cuantificables desde 1,48 · 
101 hasta 1,36 · 104 unidades genómicas por muestra. Para ambos tipos de agua 
algunas muestras fueron positivas pero se encontraban fuera del rango de 
cuantificación (Cq > 35,00) (Anexo C). 
  





Tabla 9: Detección de H. pylori en el interior de FLA en aguas residuales y potables mediante 
PMA-qPCR 
TIPO DE AGUA 
PRESENCIA DE FLA 
n 
H. pylori DENTRO DE FLA 
MEDIANTE PMA-QPCR 
n (%) 
Agua residual 55 28 (50,9) 
Agua potable 12 11 (91,7) 
TOTAL 67 39 (58,2) 
 
Los resultados del presente estudio (Tabla 9) evidencian que H. pylori se 
encuentra en el interior de las FLA presentes en aguas residuales y potables y que 
estas podrían protegerlo frente a las condiciones adversas del medio, tales como la 
temperatura, concentraciones de oxígeno o de cloro, entre otras. 
El porcentaje de detección de H. pylori dentro de FLA en las aguas potables fue 
elevado. Hay que considerar, sin embargo, que de las 31 muestras analizadas, sólo 12, 
un 38,7% de las mismas, fueron positivas para la presencia de FLA (Tabla 8), y por 
tanto sólo fueron estas las que se analizaron para la detección de H. pylori. Si estos 
resultados son confirmados por estudios posteriores, estarían indicando que en la gran 
mayoría de las aguas potables con presencia de FLA se puede encontrar esta bacteria 
patógena. Para comprobarlo se deberían analizar un mayor número de aguas potables. 
Aunque la concentración de H. pylori en una muestra de agua potable fue mayor que 
las obtenidas en agua residual, el valor de cuantificación está dentro de los valores 
descritos por Santiago et al. (2015) en muestras de agua potable, en las cuales 
describen valores cuantificables de H. pylori de hasta 1,59 · 106 unidades genómicas 
por litro. 
En aguas residuales el porcentaje de detección de H. pylori dentro de FLA fue 
más bajo. En este caso, de las 55 muestras positivas para la presencia de FLA (Tabla 8), 
se detectó H. pylori en 39 de ellas (58,2%). 
Todas las amebas purificadas a partir de las aguas residuales en las que se 
detectó H. pylori fueron identificadas como pertenecientes al género Acanthamoeba, 
aunque no todas las FLA purificadas inicialmente pudieron ser identificadas. Mediante 
PCR múltiple se obtuvieron muchos resultados negativos, y se observaron morfotipos 




diferentes a los del género Acanthamoeba en el microscopio de contraste de fases, lo 
que indica la probable presencia de FLA de otros géneros en este tipo de agua. 
Además, cuando dichos aislados se amplificaron mediante FLA-PCR y se secuenciaron, 
los cromatogramas de las secuencias tenían múltiples posiciones con diversas bases, 
indicando que había mezcla de FLA a pesar del proceso de purificación. 
Las amebas purificadas de agua potable, positivas para la detección H. pylori se 
identificaron dentro de los géneros Acanthamoeba y Echinamoeba y/o Vermamoeba. 
Los resultados obtenidos en ambos tipos de agua sugieren que las FLA pueden 
ser un reservorio de H. pylori, de acuerdo con Codony et al. (2012) y evidencian que las 
amebas pueden promover la resistencia de esta bacteria a los tratamientos de 
desinfección realizados en las aguas, tanto residuales como potables. Sin embargo, 
estos resultados sólo indican la presencia o la ausencia de H. pylori en el interior de las 
FLA, pero no demuestran su viabilidad. La mera presencia de este microorganismo en 
aguas no implica riesgos en la salud a menos que esté vivo, lo cual se comprobó 
mediante otra técnica, DVC-FISH. Al igual que en el cocultivo, el método DVC-FISH se 
utilizó tras el tratamiento de las muestras con hipoclorito sódico para la detección e 
identificación exclusiva de células viables de H. pylori que hubieran sido excretadas por 
FLA.  
El análisis mediante FISH tras el tratamiento con DVC (Tabla 10) mostró la 
presencia de células de H. pylori elongadas, es decir, viables, en un 31,3% de las FLA 
aisladas, tanto en aguas potables (Figura 55) como en aguas residuales (Figura 56). 
  





Tabla 10: Detección de H. pylori viable en el interior de FLA en aguas residuales y potables 
mediante DVC-FISH 
TIPO DE AGUA 
PRESENCIA DE FLA 
n  
H. pylori VIABLE DENTRO DE 
FLA MEDIANTE DVC-FISH 
n (%) 
Agua residual 55 16 (29,1) 
Agua potable 12 5 (41,7) 
TOTAL 67 21 (31,3) 
 
El porcentaje de resultados positivos en aguas residuales (29,1%) fue más bajo 
que en aguas potables (41,7%). Sin embargo, debido a que es la primera vez que se 
detectan células viables de H. pylori en el interior de FLA, los resultados obtenidos en 
este trabajo no pueden compararse con otros para determinar si el número de 
muestras positivas por este método, DVC-FISH, es similar al de otros trabajos. 
 
 
Figura 55: Identificación de H. pylori viable después de la incubación en el medio DVC en 
una muestra de agua potable. (A) Hibridación con la sonda HPY-LNA. (B) Hibridación con la 
sonda EUB-338. 100X 
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Figura 56: Identificación de H. pylori viable después de la incubación en el medio DVC en una 
muestra de agua residual. (A) Hibridación con la sonda HPY-LNA. (B) Hibridación con la sonda 
EUB-338. 100X 
 
Los resultados positivos para las técnicas combinadas PMA-qPCR y DVC-FISH en 
aguas potables y residuales (Tablas 9 y 10) es la primera evidencia de que no sólo H. 
pylori es capaz de introducirse en el interior de FLA y conseguir evadir los mecanismos 
de fagocitosis de las mismas, sino que, además, es capaz de sobrevivir largos periodos 
de tiempo en aerobiosis en un medio de cultivo desfavorable y continuar siendo viable. 
Para ambos tipos de agua, el porcentaje de resultados positivos de la técnica DVC-FISH 
fue más bajo que el obtenido mediante PMA-qPCR. Esta diferencia de resultados está 
dentro de lo normal, ya que el PMA únicamente impide la amplificación del DNA 
procedente de las células de H. pylori externas a las FLA e inactivadas por el 
tratamiento de desinfección, pero no permite distinguir entre las células internalizadas 
viables y no viables, ya que este agente no penetra en el interior de las FLA. Por tanto, 
las diferencias entre los resultados de DVC-FISH y PMA-qPCR es probable que se deban 
a la presencia de células muertas, no viables, en el interior de algunas FLA, cuyo DNA sí 
que podría ser amplificado mediante qPCR. 





Pese al tratamiento de desinfección con hipoclorito sódico, se observaron 
bacterias distintas a H. pylori tras la incubación DVC (Figuras 55 y 56). Esto puede ser 
debido a que estas bacterias estuvieran en el interior de las FLA o a que sean 
resistentes al tratamiento de desinfección realizado. Como era esperable, siempre se 
observó una mayor cantidad de bacterias en las muestras de aguas residuales que en 
las de aguas potables. 
Para recuperar las posibles formas cultivables de H. pylori presentes en el 
interior de las FLA se realizó un cultivo en Agar selectivo Dent, durante 5-7 días, para 
que las FLA pudieran excretar la bacteria (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). En un 
estudio in vitro de predación de Salmonella y A. polyphaga se comprobó que las 
amebas excretaban las bacterias entre 2 y 4 horas tras internalización (Gaze et al., 
2003). Sin embargo, los periodos de egestión podrían depender de las condiciones 
ambientales, de las especies de FLA y de las especies de bacteria excretadas. Además, 
H. pylori es un microorganismo de crecimiento lento. Esta es la razón por la que los 
cultivos fueron mantenidos bajo las condiciones ópotimas de cultivo para H. pylori 
hasta 7 días, para que así las bacterias pudieran ser excretadas y crecer en el medio de 
cultivo.  
Cuando aparecieron colonias sospechosas, estas se identificaron mediante qPCR 
específica de H. pylori (Apartado I.2.8). Los resultados fueron positivos para 10 
muestras de agua residual (18,2%) (Tabla 11, figura 57), que también habían resultado 
positivas para H. pylori dentro de FLA mediante qPCR o DVC-FISH (Anexo C). 
 
Tabla 11: Cultivo de H. pylori del interior de FLA en aguas residuales y potables 
TIPO DE AGUA 
PRESENCIA DE FLA 
n 
CULTIVO DE H. pylori 
N (%) 
Agua residual 55 10 (18,2) 
Agua potable 12 0 (0,0) 
TOTAL 67 10 (14,9) 
 





Figura 57: Resultados de la qPCR para la identificación de H.pylori en placa en muestras 
ambientales. 1:R15; 2:R25; 3: R41; 4: Control +; 5: Control - ; M: marcador de pesos 
moleculares 100pb 
 
El haber obtenido colonias de H. pylori en algunas muestras tras el tratamiento 
de hipoclorito sódico demuestra que estas contienen células de H. pylori cultivables, y, 
por tanto potencialmente infectivas, lo que podría considerarse como uno de los 
resultados más relevantes de este trabajo. 
El hecho de que no se hayan obtenido más resultados positivos para el 
crecimiento de H. pylori procedente del interior de FLA en placa sugiere que el 
microorganismo adquiere la forma VBNC, ya que por DVC-FISH sí se ha demostrado en 
este trabajo la viabilidad de la bacteria tras soportar condiciones desfavorables 
durante un largo periodo de tiempo y superar el tratamiento de desinfección, dentro 
de las FLA.  
Tras haberse detectado la presencia de células viables de H. pylori pero no 
cultivables en la mayoría de los casos, de acuerdo con Codony et al. (2012), se propone 
que las amebas podrían ser unos buenos indicadores para señalar la presencia de 
microorganismos patógenos resistentes al proceso de digestión de las mismas. 
El que no se hayan recuperado formas cultivables en ninguna de las tres réplicas 
del cocultivo (Capítulo I) y sí en muestras de agua ambientales sugiere que sería 
necesario un mayor tiempo de contacto de A. castellanii y H. pylori antes de realizar el 
tratamiento con hipoclorito sódico. También podría ser que algunas especies de FLA, 





diferentes de A. castellanii, que es con la que se realizó el cocultivo, sean las que 
promuevan en mayor medida la replicación y/o el mantenimiento de H. pylori viable 
durante más tiempo o en mejores condiciones que otras FLA. 
La detección de formas viables no cultivables de H. pylori no demuestra su 
infectividad. Sería necesario realizar estudios de infección in vivo para comprobarlo. 
Boehnke et al. (2015) contaminaron agua de bebida para ratones con diferentes 
concentraciones de H. pylori y observaron que H. pylori era capaz de infectar a los 
ratones, demostrando además que el agua en este caso había sido el vehículo de 
transmisión de la infección. Sin embargo, más tarde Boehnke et al. (2017) 
contaminaron agua de bebida para ratones con formas VBNC de H. pylori y, en este 
caso, no consiguieron que ningún ratón fuera infectado. 
A pesar de que sí que se ha comprobado en este y otros estudios (Alves de 
Matos et al., 2012) que H. pylori se localiza en el interior de las amebas con pocos 
signos de degradación, la metodología utilizada en este trabajo no permite afirmar que 
H. pylori sea capaz de multiplicarse en el interior de la amebas, como ocurre con otros 
patógenos como Legionella y Listeria (Akya et al., 2009b; Dupuy et al., 2011).  
Este trabajo es el primero que demuestra que H. pylori puede sobrevivir dentro 
de FLA en muestras de agua ambientales, incluyendo agua potables y residual, incluso 
después de un tratamiento de desinfección. Otros autores han demostrado que H. 
pylori en cocultivo con Acanthamoeba spp. puede mantenerse viable durante 8 
semanas (Winiecka-Krusnell et al., 2002), lo que indica que las amebas parecen 
favorecer la supervivencia de este patógeno. Los resultados obtenidos apoyan 
firmemente la hipótesis de que las FLA pueden actuar como Caballos de Troya para H. 
pylori, jugando un papel en la transmisión de H. pylori a los seres humanos a través del 
consumo de agua. 
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En el capítulo anterior ya se ha demostrado que hay FLA en aguas residuales y 
potables que contienen en su interior células de H. pylori viables que han evadido los 
tratamientos de depuración y cloración. 
En la actualidad existen estudios que demuestran que H. pylori puede 
transmitirse a través de alimentos. Sin embargo únicamente unos pocos han 
demostrado la presencia de la bacteria en alimentos en su estado viable.  
En el área geográfica del Este de España el agua residual es reutilizada, tras un 
proceso de depuración, para riego agrícola. De esta manera, si existen 
microorganismos patógenos en estas aguas, podrían contaminar los vegetales de 
consumo. Esta hipótesis es de especial preocupación cuando se considera que muchos 
de estos vegetales se consumen crudos y, en algunos casos, sin una desinfección o 
lavado adecuados. 
 
Por esta razón el objetivo general de este capítulo es: 
Aislar e identificar FLA en muestras de lechuga, así como determinar la presencia 
de células de H. pylori viables procedentes del interior de FLA en dichas muestras, 
mediante las técnicas moleculares empleadas en los capítulos anteriores. 
 
Para conseguirlo, se llevarán a cabo los siguientes objetivos específicos: 
1. Identificar Acanthamoeba spp. y Vermamoeba vermiformis en muestras de 
lechuga adquiridas en comercios locales 
2. Detectar, mediante la técnica qPCR, células de H. pylori procedentes del 
interior de las FLA presentes en las muestras de lechuga 
3. Detectar, mediante la técnica DVC-FISH, células viables de H. pylori 
procedentes del interior de las FLA presentes en las muestras de lechuga 
4. Detectar células cultivables de H. pylori procedentes del interior de las FLA 
presentes en las muestras de lechuga 
  




III.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
III.2.1. ORIGEN Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS DE ALIMENTOS 
Se analizaron un total de 20 muestras de alimentos, concretamente de lechugas 
de variedad romana. Todas las muestras se adquirieron en comercios locales y se 
procesaron en menos de 2 horas tras la compra. 
Para ello, se pesaron 10 gramos de las hojas exteriores de las lechugas, que se 
homogeneizaron en Stomacher (Mayo Homogenius HG 400, Brasil) durante 1 minuto a 
máxima velocidad con 90 ml de PAGE (Anexo A.2). El homogeneizado se filtró a través 
de una membrana de nitrocelulosa estéril de 3 μm (Scharlab, España). Seguidamente la 
membrana se transfirió asépticamente a una placa de NNAP (Anexo A.1) de forma que 
todo lo retenido por la misma estuviera en contacto con el agar. Pasadas 24 horas, se 
retiró la membrana. 
La incubación de las placas de NNAP se realizó a 28°C hasta un máximo de 30 
días en aerobiosis. Durante este tiempo se comprobó periódicamente si había 
crecimiento de FLA mediante la observación directa de las placas usando tanto un 
microscopio invertido como un microscopio de contraste de fases. 
Cuando se detectó crecimiento de FLA en las placas, se procedió a la recogida del 
contenido de las mismas para su identificación (Apartado III.2.3) y para la detección de 
H. pylori procedente del interior de las FLA (Apartado III.2.2). 
El esquema del procesado de las muestras de alimentos se encuentra detallado 
en la figura 58. 
 


















Figura 58: Protocolo de aislamiento e identificación de amebas de vida libre en lechugas y de detección de Helicobacter pylori procedente del interior de 
amebas de vida libre en lechugas mediante técnicas moleculares y de cultivo




III.2.2. DETECCIÓN DE H. pylori EN FLA AISLADAS 
Cuando se detectó crecimiento de FLA en las placas de NNAP de las muestras de 
lechuga y la gran mayoría se encontraba en su forma vegetativa, trofozoito, se recogió 
el contenido de cada placa en un microtubo mediante la adición de PBS (Anexo B.2) 
utilizando un raspador de células estéril. Si las FLA se encontraban mayoritariamente 
en su forma de resistencia, quiste, se adicionó PAGE a las placas de NNAP y se 
mantuvieron a 28°C durante 1-2 días hasta observar mayoritariamente trofozoitos. 
La solución de FLA se centrifugó a 500 g durante 3 minutos para recuperar todas 
las amebas y el sedimento se resuspendió en 500 μl de PBS. A continuación, se añadió 
una solución de hipoclorito sódico hasta una concentración final de 104 ppm con el 
objetivo de matar las células de H. pylori que hubiera fuera de las FLA, manteniendo 
esta solución en aerobiosis y en oscuridad durante una hora, tal y como se describe en 
el capítulo I (Figura 59). Seguidamente, esta solución se lavó tres veces, centrifugando 
a 500 g durante 3 minutos, para eliminar el hipoclorito sódico residual que no hubiera 
actuado y el sedimento se resuspendió en 1 ml de PBS. 
Finalmente, se emplearon diferentes alícuotas para la detección de H. pylori 
mediante cultivo y las técnicas moleculares descritas en apartados anteriores: 
 500 μl para ser tratados con PMA (Apartado I.2.9.1), extraer el DNA 
(Apartado I.2.8.1) y posteriormente realizar una qPCR (Apartado I.2.8.2). 
 400 μl para el tratamiento mediante DVC-FISH (Apartado I.2.7, 
modificando los volúmenes: 400 µl de muestra y 3,6 ml de caldo DVC). 
 100 μl para la siembra en masa en el medio de cultivo ADent (Anexo A.1) 
(Apartado I.2.10, aumentando el tiempo de incubación a 37°C a 5-7 días). 
  




III.2.3. IDENTIFICACIÓN DE Acanthamoeba spp. Y Vermamoeba vermiformis 
Tanto Acanthamoeba spp. (Apartado III.2.3.1) como V. vermiformis (Apartado 
III.2.3.2) se identificaron mediante qPCR, a partir del DNA extraído después del 
tratamiento con PMA. 
 
III.2.3.1. IDENTIFICACIÓN DE Acanthamoeba spp. MEDIANTE qPCR 
Se utilizó el par de iniciadores AcantF900 y AcantR1100 para la amplificación de 
un fragmento del gen 18S rDNA de aproximadamente 180 pb (difiriendo en unas 
cuantas bases dependiendo de la especie de Acanthamoeba) y la sonda TaqMan 
AcantP1000 para su detección, según Qvarnstrom et al. (2006). 
Las secuencias nucleotídicas de los iniciadores y de la sonda TaqMan son las 
siguientes: 
 
AcantF900: 5’-CCC AGA TCG TTT ACC GTG AA-3’ 
AcantR1100: 5’-TAA ATA TTA ATG CCC CCA ACT ATC C-3’ 
AcantP1000: 5’-Cy5-CT GCC ACC GAA TAC ATT AGC ATG G-BHQ3-3’ 
 
La reacción de qPCR se realizó en el sistema LightCycler 2.0 (Roche Applied 
Science, España), empleando el sistema comercial LightCycler® TaqMan® Master 
(Roche Applied Science, España). 
Las reacciones de qPCR se realizaron adaptando las condiciones de Qvarnstrom 
et al. (2006). Cada reacción de amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 20 
µl, que contenía 4 µl de LightCycler® TaqMan® Master Reaction mix (Roche Applied 
Science, España), 0,8 µl de cada primer (10 µM), 0,4 µl de la sonda (10 µM), 0,4 µl de 
BSA (1 mg/ml) y 3 µl de DNA. Se incluyó un control negativo en el que el DNA se 
reemplazó por agua ultrapura estéril y un control positivo en el que el DNA procedía 
del DNA sintético usado para hacer la curva patrón. 
La mezcla de reacción se sometió a las condiciones mostradas en la tabla 12. 
 










RAMPA DE Tª 
(°C/s) 
FASES 
1 95 10 min 20 Desnaturalización 
40 
95 10 s 20 Desnaturalización 
63 8 s 20 Unión de iniciadores 
72 7 s 20 Extensión del producto 
1 40 30 s 20 Enfriamiento 
 
Para poder llevar a cabo la cuantificación de la concentración de células de 
Acanthamoeba spp. se realizó una curva patrón con DNA sintético (Integrated DNA 
Technologies, Inc (IDT), IA, EE.UU.) del amplicón de 180 pb. A fin de determinar la 
secuencia nucleotídica del amplicón se obtuvieron diferentes secuencias del gen 18S 
rDNA de A. castellanii de la base de datos de secuencias GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), que se alinearon mediante la herramienta 
de alineamiento múltiple Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 
(Figura 59). 
 
Figura 59: Alineamiento in silico de diferentes secuencias de A. castellanii. Las bases marcadas 
en azul se corresponden con el iniciador AcantF900, las bases marcadas en amarillo se 
corresponden con el iniciador AcantR1100 y las bases marcadas en verde se corresponden con 
la sonda TaqMan AcantP1000. 
 




Para poder establecer una relación entre la concentración del DNA sintético y la 
concentración del número de células de Acanthamoeba spp. en una muestra se ha de 
construir una curva patrón. Para ello, se debe conocer que Acanthamoeba tiene 
aproximadamente 600 copias del gen 18S rDNA (Yang et al., 1994). Sabiendo además 
que cada base tiene una masa de 1,096·10-21 g/pb, el amplicón de 180 pb tendrá una 
masa de 1,973·10-19 g, por lo que las 600 copias de cada ameba tendrán una masa de 
1,184·10-16 g, es decir, 1,184·10-1 fg. Teniendo en cuenta que por cada reacción de 
qPCR se añaden 3 µl de DNA, la concentración de DNA sintético que se corresponde 
con 1 ameba es 3,946·10-2 fg/µl. De forma análoga se fueron construyendo los demás 
puntos de la curva patrón, los cuales se encuentran resumidos en la tabla 13. Se 
generó un stock de DNA sintético de 3,946 · 105 fg/µl a partir del cual se realizaron 
diluciones seriadas con las que se construyó la curva patrón. 
 
Tabla 13: Cálculo de la concentración de DNA del fragmento sintético de A. castellanii para la 








qPCR (fg/ µl) 
1 000 000 1,184 · 105 
3 µl 
3,946 · 104 
100 000 1,184 · 104 3,946 · 103 
10 000 1,184· 103 3,946 · 102 
1 000 1,184 · 102 3,946 · 101 
100 1,184 · 101 3,946 · 100 
10 1,184 · 100 3,946 · 10-1 
1 1,184 · 10-1 3,946 · 10-2 
 
Una vez hecho el ensayo con las diferentes concentraciones de DNA sintético se 
obtuvo la curva patrón (Figura 60). En esta, el logaritmo de la concentración de las 
muestras patrón se enfrenta a los ciclos de cuantificación (Cq), cuyo valor es 
inversamente proporcional a la concentración de DNA. La inclinación de la curva 
patrón indica la rapidez con la que la concentración de DNA amplificado aumenta con 
los ciclos de amplificación. Una reacción de amplificación teóricamente perfecta 
tendría una eficiencia de “2”. Sin embargo, en la práctica, las reacciones suelen tener 




una menor eficiencia. En concreto en la curva patrón obtenida para la identificación de 
Acanthamoeba spp. se obtuvo una eficiencia de 1,86. 
 
 
Figura 60: Curva patrón para la identificación de Acanthamoeba spp. 
 
III.2.3.2. IDENTIFICACIÓN DE V. vermiformis MEDIANTE qPCR 
Se seleccionó una región del gen 18S rDNA para la identificación de V. 
vermiformis. Concretamente se amplificó un fragmento de 502 pb mediante los 
iniciadores Hv1227F y Hv1728R descritos por Kuiper et al., 2006. 
Las secuencias nucleotídicas de los iniciadores son las siguientes: 
 
Hv1227F: 5'-TTA CGA GGT CAG GAC ACT GT-3' 
Hv1728R: 5'-GAC CAT CCG GAG TTC TCG-3' 
 
Se utilizó el sistema LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, España), empleando 
el sistema comercial LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied 
Science, España). 
Las reacciones de qPCR se realizaron según Kuiper et al. (2006). Cada reacción 
de amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl, que contenía 2 µl de 
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science, España), 0,4 
µl de cada primer (10 µM), 2,4 µl de MgCl2, 2 µl de BSA (4 mg/ml) y 4 µl de DNA. Se 
incluyó un control negativo en el que el DNA se reemplazó por agua ultrapura estéril y 




un control positivo en el que el DNA procedía del DNA usado para hacer la curva 
patrón.  
La mezcla de reacción se sometió a las condiciones mostradas en la tabla 14. 
 






RAMPA DE Tª 
(°C/S) 
FASES 
1 95 10 min 20 Desnaturalización 
45 
95 10 s 20 Desnaturalización 
56 10 s 20 Unión de iniciadores 
72 25 s 20 Extensión del producto 
1 
95 0 s 20 
Curva fusión 65 15 s 20 
95 0 s 0,1 
1 40 30 s 20 Enfriamiento 
 
La temperatura de fusión (Tm) característica de los fragmentos amplificados de 
V. vermiformis es de 88,3±0,6 ᵒC (Kuiper et al., 2006). 
Finalmente se recogió el producto de cada muestra de la qPCR para ser 
analizado mediante electroforesis en gel de agarosa. 
Para poder llevar a cabo la cuantificación de las células de V. vermiformis se 
realizó una curva patrón con DNA de V. vermiformis amplificado (Dobrowsky et al., 
2016) según las condiciones anteriormente descritas (Tabla 14). El amplicón resultante 
se purificó de un gel de agarosa mediante el kit illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) y se midió su concentración con Qubit® 
dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, CA, EE.UU) empleando el fluorímetro Qubit® 2.0 
fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA. EE.UU)  
Para poder establecer una relación entre la concentración del DNA amplificado 
y la concentración del número de células de V. vermiformis se ha de construir una 
curva patrón. Para ello, se debe conocer que V. vermiformis tiene 1330 ± 127 copias 
del gen 18S rRNA. Sabiendo además que cada base tiene una masa de 1,096·10-21 g/pb, 
el amplicón de 502 pb tendrá una masa de 5,502·10-19 g, por lo que las 1330 copias de 
cada ameba tendrán una masa de 7,318·10-16 g, es decir, 7,318·10-1 fg. Teniendo en 




cuenta que por cada reacción de qPCR se añaden 4 µl de DNA, la concentración de 
DNA sintético que se corresponde con 1 ameba es 1,829·10-1 fg/µl. De forma análoga 
se fueron construyendo los demás puntos de la curva patrón, los cuales se encuentran 
resumidos en la tabla 15. Se generó un stock de DNA de 1,829 · 105 fg/µl a partir del 
cual se realizaron diluciones seriadas con las que se construyó la curva patrón. 
 
Tabla 15: Cálculo de la concentración de DNA del fragmento amplificado de V. vermiformis 








qPCR (fg/ µl) 
1 000 000 7.319  · 105 
4 µl 
1.829  · 105 
100 000 7.319 · 104 1.829 · 104 
10 000 7.319 · 103 1.829 · 103 
1 000 7.319 · 102 1.829 · 102 
100 7.319 · 101 1.829 · 101 
10 7.319 · 100 1.829 · 100 
1 7.319 · 10-1 1.829 · 10-1 
 
Una vez hecho el ensayo con las diferentes concentraciones de DNA se obtuvo la 
curva patrón, cuya eficiencia fue de 1,79. 
El producto de la qPCR de V. vermiformis se analizó mediante gel de agarosa al 
1% (Anexo B.4) en tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) al que se le adicionó un 0,001% de 
GelRed™ Nucleic Acid Gen Stain (Biotium, CA, EE.UU.), y un marcador de pesos 
moleculares (M100-1000, Blirt, Polonia), sometido a 90 V durante 90 minutos. 
Finalmente los geles se visualizaron en un transiluminador de luz UV. 




III.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
III.3.1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE AMEBAS DE VIDA LIBRE 
(FLA) 
El método de procesado empleado en este trabajo permitió analizar los 10 
gramos de muestra seleccionados ya que, después de homogeneizarlos en el 
Stomacher, todo el volumen pudo filtrarse a través de una membrana apta para el 
aislamiento de FLA. Sin embargo, otros autores utilizan generalmente menor cantidad 
de muestra para el procesado de vegetales. Vaerewijck et al. (2011), después de 
homogeneizar durante 1 minuto una hoja de lechuga con nueve veces el volumen de 
PAGE en Stomacher, sólo utilizaron 1 ml del homogeneizado para el aislamiento de 
protozoos de vida libre, entre los que se encuentran las FLA. Chavatte et al. (2016) 
también homogeneizaron en Stomacher 10 gramos de brotes de vegetales, esta vez 
durante 2 minutos, en 90 ml de PAGE y de igual forma sólo emplearon 1 ml del 
homogeneizado para el aislamiento de protozoos de vida libre. Vaerewijck et al. 
(2011), además, procesaron hojas de lechuga de una en una en 50 ml de PAGE y las 
agitaron en un agitador a 350 rpm durante 5 minutos. En este caso el aislamiento de 
protozoos de vida libre lo realizaron a partir de 30 ml de PAGE, por lo que tampoco 
emplearon la totalidad del volumen homogeneizado. Por otra parte, Gourabathini et 
al. (2008) lavaron hojas de lechuga y espinaca con una solución salina para 
posteriormente transferir alícuotas de la misma a placas NNAP para el aislamiento de 
FLA.  
En el presente trabajo se observó crecimiento de FLA de diversos morfotipos en 
las placas de NNAP en el 100% de las muestras de lechuga procesadas (Tabla 16). 
 
Tabla 16: Número y porcentaje de muestras de lechuga con presencia de FLA 
MUESTRAS PROCESADAS 
n 
PRESENCIA DE FLA 
n (%) 
20 20 (100,0) 
  




En la actualidad existen muy pocos estudios en los que se analice la presencia de 
protozoos, y más concretamente de FLA, en muestras de vegetales. Vaerewijck et al. 
(2011) estudiaron la existencia y diversidad de protozoos de vida libre en muestras de 
lechuga. La identificación la realizaron mediante observación al microscopio de 
fluorescencia y secuenciación de los fragmentos del gen 18S rRNA separados mediante 
electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente (DGGE). Coincidiendo con el 
presente estudio, todos los cultivos fueron positivos para la presencia de protozoos de 
vida libre tras una semana de incubación. Mediante observación microscópica 
presuntamente identificaron las FLA Vannella simplex, V. vermiformis, Vahlkampfia sp. 
y Saccamoeba sp. Sin embargo, mediante secuenciación de los amplicones del gen 18S 
rRNA sometidos a DGGE no se identificó ninguna FLA, lo que los autores atribuyen a 
que las FLA rara vez son identificadas mediante métodos moleculares por razones que 
son todavía desconocidas pero que podrían deberse a problemas con la extracción de 
DNA y/o a artefactos de PCR (Berney et al., 2004; Epstein y López-García, 2008). 
Gourabathini et al. (2008) estudiaron la prevalencia de protozoos en espinacas y 
lechugas para examinar su interacción con Salmonella enterica, Escherichia coli 
O157:H7 y Listeria monocytogenes. La única especie de FLA que aislaron fue 
Acanthamoeba palestinensis a partir de una muestra de lechuga. En este tipo de 
muestras no encontraron gran variedad de protozoos directamente después de los 
lavados de las hojas. La aparente falta de diversidad podría ser explicada por el hecho 
de que las hojas más externas de las lechugas son eliminadas al ser cosechadas. Sin 
embargo, cuando estas muestras se enriquecieron, los investigadores observaron una 
mayor diversidad de protozoos, entre los cuales se observaban FLA, lo cual indicaría 
que estaban presentes en concentraciones por debajo del límite de detección. 
Además, como las FLA tienden a adherirse fuertemente a las superficies, es muy 
probable que estuvieran infrarrepresentadas en los lavados de las hojas, lo cual indica 
que sería mejor emplear un método de homogenización más vigoroso para el 
aislamiento de FLA como el uso de Stomacher, empleado en el presente estudio. 
  




III.3.2. IDENTIFICACIÓN DE Acanthamoeba spp. Y V. vermiformis 
Las respectivas qPCRs específicas para la identificación de Acanthamoeba spp. y 
V. vermiformis mostraron la presencia de cada una de las FLA en un 60% de las 
muestras para ambos casos (Tabla 17; Anexo C). 
 
Tabla 17: Detección de Acanthamoeba spp. y V. vermiformis en lechugas mediante qPCRs 
específicas 






20 12 (60,0) 12 (60,0) 
 
Acanthamoeba spp. se encontró en las muestras en concentraciones 
cuantificables desde 13,6 hasta 231,1 amebas en los 10 g de muestra analizados, con 
un valor promedio de 63,9 células de Acanthamoeba spp. por muestra. Por su parte, 
las concentraciones de V. vermiformis variaron entre 5,8 y 10.675 amebas por 
muestra, con un valor promedio de 2185,5 células de V. vermiformis por muestra. 
Debido al escaso número de trabajos que investigan la presencia de FLA en 
vegetales y a la inexistencia de valores de cuantificación de FLA en este tipo de 
muestras, los valores de cuantificación de Acanthamoeba spp. y V. vermiformis 
obtenidos en este trabajo no pueden ser debidamente contrastados. De todas formas, 
debido a que la cuantificación de ambas FLA en estas muestras no se hizo 
inmediatamente después de realizar la concentración de las mismas, sino que hubo un 
periodo de incubación, o enriquecimiento, los valores obtenidos se consideran como 
una cuantificación relativa. Es decir, se pueden emplear para la comparación de los 
niveles de cada FLA en las muestras, pudiendo así determinar qué muestras estaban 
más o menos contaminadas con Acanthamoeba spp y/o V. vermiformis, pero no se 
pueden emplear para determinar la concentración de dichas FLA en los 10 gramos de 
las hojas de las lechugas procesadas. 
En el estudio llevado a cabo por Vaerewijck et al. (2011) los autores identificaron 
microscópicamente V. vermiformis en muestras de lechuga, pero, sin embargo, no 
detectaron ninguna especie de Acanthamoeba, lo cual contrasta con el presente 
trabajo y con el estudio de Napolitano y Colletti-Eggolt (1984), quienes determinaron 




este género como el más frecuente en muestras de lechuga. También Rude et al. 
(1984) identificaron las especies A. polyphaga, A. rhysondes y A. castellanii como las 
FLA más comúnmente aisladas a partir de muestras de vegetales frescos. Además, 
Chavatte et al. (2016) estudiaron la presencia de protozoos de vida libre en brotes de 
ocho vegetales distintos, los cuales fueron identificados morfológicamente. Las FLA 
más abundantemente identificadas fueron tanto Acanthamoeba spp. como Vannella 
spp., aunque también identificaron Vermamoeba spp. En cuatro de los ocho vegetales 
analizados detectaron la presencia de FLA en el 100% de las muestras, lo cual está en 
concordancia con los resultados del presente trabajo (Tabla 16). En el resto de 
vegetales detectaron la presencia de FLA en porcentajes muy variados (94%, 75%, 50% 
y 13%), dependiendo del tipo de muestra.  
Por otra parte, Hsueh y Gibson (2015) demostraron en un ensayo in vitro que dos 
especies de Acanthamoeba, A. castellanii y A. polyphaga, asociadas o no con norovirus 
murino (MNV-1), pueden transferirse a vegetales tales como espinacas, col rizada y 
tomates cherry a través del agua. Sin embargo, su transferencia a dichos vegetales a 
través de superficies de contacto es mucho más limitada. Vaerewijck et al. (2010) 
concluyeron que también ocurría el proceso contrario, es decir, que las FLA pueden 
transferirse desde los alimentos en los que están presentes a superficies, 
concretamente a neveras, donde se guardan los vegetales hasta ser consumidos. Los 
autores llegaron a esta conclusión después de analizar y detectar distintos protozoos 
en neveras domésticas, siendo los cajones para las verduras los que mostraban con 
mayor frecuencia la presencia de protozoos, presentando además la mayor diversidad 
de los mismos. Las FLA que se identificaron en estas neveras fueron Acanthamoeba 
spp, Vermamoeba spp., Vannella sp. y Vahlkampfia enterica mediante observación 
morfológica y A. castellanii, A. polyphaga y V. vermiformis mediante métodos 
moleculares. 
  




III.3.3. DETECCIÓN DE H. pylori EN FLA AISLADAS 
La presencia de H. pylori procedente del interior de FLA se evaluó en todas las 
muestras de lechuga procesadas, ya que todas resultaron positivas para el aislamiento 
de FLA (Tabla 16). 
Las técnicas moleculares empleadas, PMA-qPCR y DVC-FISH fueron las mismas 
que se aplicaron en el cocultivo entre H. pylori y A. castellanii y en muestras de agua 
(Capítulos I y II). 
Se detectó H. pylori procedente del interior de las FLA aisladas en el 55% de las 
muestras de lechuga mediante PMA-qPCR después del proceso de desinfección con 
hipoclorito sódico. Mediante DVC-FISH, se pudo detectar H. pylori viable procedente 
del interior de las FLA presentes en lechugas en el 25 % de las muestras (Figura 61). Sin 
embargo, no se obtuvieron cultivos positivos de H. pylori a partir de ninguna de las 
muestras (Tabla 18). 
 
A 
Figura 61: Visualización bajo el microscopio de epifluorescencia de una muestra de lechuga (A: 
Hibridación con la sonda EUB-338. B: Hibridación con la sonda HPY-LNA). 100X 
 
Tabla 18: Detección de H. pylori en el interior de FLA mediante técnicas moleculares y de 
cultivo 
PRESENCIA DE FLA 
n 
H. pylori DENTRO DE FLA 
MEDIANTE PMA-qPCR 
n (%) 
H. pylori VIABLE DENTRO 
DE FLA MEDIANTE DVC-FISH 
n (%) 
20 11 (55,0) 5 (25,0) 
 




Mediante PMA-qPCR se detectó H. pylori en concentraciones cuantificables 
desde 8,00 ·101 hasta 5,48 · 103 unidades genómicas en las FLA presentes en los 10 
gramos de lechuga procesados. Dos de las muestras positivas para H. pylori 
procedente del interior de FLA no se pudieron cuantificar, ya que estaban fuera del 
rango de cuantificación (Cq > 35,00). 
La viabilidad de H. pylori procedente del interior de FLA pudo confirmarse 
mediante DVC-FISH en un porcentaje inferior de las muestras con respecto al valor 
obtenido mediante PMA-qPCR, lo cual coincide con los resultados obtenidos en las 
muestras de agua del capítulo II. Esto podría deberse a que no todas las células de H. 
pylori internalizadas son viables. 
Pese a haber detectado células viables de H. pylori mediante DVC-FISH, no se 
obtuvo ninguna colonia de la bacteria en ninguna de las muestras, lo cual puede 
deberse a la gran cantidad de microbiota acompañante presente en estas muestras, 
cuyo crecimiento no se ve inhibido en los medios selectivos, o bien a que H. pylori se 
encuentre en una forma VBNC, o a ambos (Figura 62). 
 
 
Figura 62: Crecimiento bacteriano sobre placas de Agar Dent en muestras de lechuga tras el 
tratamiento de desinfección del cultivo de FLA 
 
Según los resultados obtenidos acerca de la presencia de Acanthamoeba, V, 
vermiformis y H. pylori en las muestras de lechugas analizadas (Anexo C) se puede 
observar que la presencia de uno no está ligada a la de otro. Hay muestras con 
presencia de una de las dos especies de FLA, otras con ambas, otras con la presencia 




exclusiva de H. pylori y otras con la presencia de una de las FLA y H. pylori. Por tanto, 
sería interesante abordar un estudio para la identificación de otras FLA, además de 
Acanthamoeba spp. y V. vermiformis, que pudieran albergar H. pylori. 
Este trabajo evidencia que, en muestras de lechuga, H. pylori es capaz de 
encontrarse en el interior de FLA y evadir sus mecanismos de fagocitosis. Además, la 
bacteria es capaz de sobrevivir largos periodos de tiempo en aerobiosis y seguir siendo 
viable, al estar protegidas dentro de FLA. 
Este es el primer trabajo que estudia la presencia de una bacteria patógena en el 
interior de FLA en muestras de vegetales. Específicamente se demuestra que formas 
viables de la bacteria patógena H. pylori pueden ser albergadas dentro de FLA en 
lechugas. Por tanto, al igual que en las muestras de agua del capítulo II, estos 
resultados apoyan la hipótesis de que las FLA podrían jugar un papel importante en la 
transmisión de H. pylori a los seres humanos a través del consumo de vegetales que se 
consumen crudos y, en algunos casos, sin una desinfección o lavado adecuados. 
Los resultados obtenidos en este trabajo dan veracidad a la hipótesis de Hsueh y 
Gibson (2015), quienes plantearon que, teniendo en cuenta la presencia generalizada 
de FLA, y más concretamente de Acanthamoeba spp., en el medio ambiente y su 
establecida relación con patógenos de origen alimentario, es posible que amebas del 
género Acanthamoeba que albergan en su interior patógenos pudieran entrar en las 
cadenas de suministro de productos frescos en el punto de la producción, cosecha o 
procesado, por lo que una correcta desinfección capaz de eliminar estos organismos es 
fundamental para asegurar la completa eliminación de las bacterias patógenas 
internalizadas. 
  




III.4. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 
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Un gran número de trabajos han estudiado la concurrencia de ciertas bacterias, 
sobre todo patógenas, con la presencia de FLA en gran diversidad de ambientes. Sin 
embargo, son muy escasos los estudios sobre la totalidad de bacterias asociadas a FLA 
o el microbioma de las FLA en ciertos tipos de muestras. 
Para ello se requiere el uso de herramientas moleculares capaces de detectar la 
totalidad, o al menos gran parte, de las bacterias asociadas a FLA o intracelulares de 
estas. Esta herramienta es la metagenómica de secuenciación dirigida, la cual se ha 
empleado para determinar la composición microbiana de una gran diversidad de 
muestras de orígenes distintos. 
En los capítulos II y III se han estudiado muestras de agua y lechugas con el 
objetivo de detectar células viables de H. pylori como parte del microbioma de las FLA, 
pero no se conoce qué otras bacterias pueden estar presentes.  
 
Por tanto, el objetivo general de este capítulo es: 
Determinar el microbioma de las FLA aisladas a partir de aguas residuales, aguas 
potables y lechugas mediante el uso de metagenómica de secuenciación dirigida. 
 
Para conseguirlo, se llevarán a cabo los siguientes objetivos específicos: 
1. Seleccionar y evaluar iniciadores para la amplificación de bacterias asociadas a 
FLA 
2. Determinar el microbioma de las FLA presentes en muestras de agua residual 
3. Determinar el microbioma de las FLA presentes en muestras de agua potable 
4. Determinar el microbioma de las FLA presentes en muestras de lechugas 
 
  




IV.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
IV.2.1. EVALUACIÓN DE INICIADORES PARA LA AMPLIFICACIÓN DE BACTERIAS 
ASOCIADAS A FLA 
Tras el estudio de la bibliografía disponible se seleccionaron los iniciadores 341F 
y 802R, que amplifican las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA de bacterias 
asociadas a FLA (Tabla 19). 
 
Tabla 19: Secuencias de los iniciadores 341F y 802R 
INICIADOR SECUENCIA (5'-3') REFERENCIA 
341F CCT ACG GGN GGC WGC AG Herlemann et al. (2011) 




Se comprobó la especificidad y la cobertura taxonómica de los iniciadores in 
silico mediante la herramienta TestPrime (https://www.arb-
silva.de/search/testprime/) usando la base de datos SILVA SSU r132 y la colección de 
secuencias RefNR permitiendo 0 y 1 mismatches (bases no complementarias) en la 
unión de los iniciadores (Klindworth et al., 2013). 
Una vez comprobada la especificidad, se construyó una comunidad artificial de 
bacterias con las especies bacterianas especificadas en la tabla 20 para comprobar la 
especificidad de los iniciadores in vitro. 
 
Tabla 20: Bacterias incluidas en la comunidad artificial 
MICROORGANISMO CEPA ORIGEN 
Arcobacter cibarius Aislado ambiental 
Arcobacter skirrowii 51132 ATCC 
Campylobacter jejuni 33560 ATCC 
Escherichia coli 25922 ATCC 
Helicobacter pullorum 12824 NCTC 
Helicobacter pylori 11637 NCTC 
Helicobacter pylori Aislado ambiental 
 
Para ello, las cepas de H. pylori, H. pullorum y C. jejuni fueron sembradas en el 
medio de cultivo ASC (Anexo A.1) e incubadas a 37 °C en condiciones de microaerofilia 




(5% O2, 10% CO2 y 85% de N2) durante 48 horas. Las cepas de Arcobacter fueron 
sembradas en el medio de cultivo agar sangre e incubadas durante 48 horas a 37 °C en 
condiciones de aerobiosis. Por último, la cepa de E. coli fue sembrada en el medio de 
cultivo Plate Count (Anexo A.1) e incubada durante 48 horas a 37 °C en condiciones de 
aerobiosis  
Una vez obtenidos los cultivos, se recogió una concentración celular de cada uno 
de ellos mediante un asa de siembra, la cual se resuspendió en PBS. Posteriormente, 
se extrajo el DNA de cada una de las cepas siguiendo el protocolo de bacterias gram 
negativas del kit de extracción GeneJET™ Genomic DNA Purification kit 
(ThermoScientific, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo el 
DNA en un volumen final de 50 µl. 
Una vez extraído el DNA, se midió la concentración del mismo mediante el kit 
Qubit® dsDNA HS Assay (Invitrogen, CA, USA) y el fluorímetro Qubit® 2.0 fluorometer 
(Invitrogen, Carlsbad, CA. USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.  
Para la construcción de la comunidad artificial de bacterias se inocularon 1,5 ng 
del DNA de cada una de ellas. 
Esta misma comunidad artificial de bacterias se inoculó en una muestra de DNA 
(en proporción 1:1) extraido de un cultivo de FLA a partir de un agua residual 
procesada en este trabajo (muestra R22, capítulo II) con el objetivo de comprobar el 
efecto de los posibles inhibidores de la misma. 
Por tanto, para la evaluación de los iniciadores, se amplificaron y secuenciaron 
tres muestras: la comunidad artificial de bacterias, la muestra de FLA de agua residual 
y la mezcla de la comunidad artificial de bacterias con la muestra de FLA. 
 
IV.2.1.1. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
La secuenciación de las muestras se realizó en la plataforma de secuenciación 
Illumina MiSeq del servicio de secuenciación y bioinformática de la Fundación para el 
Fomento de la Investigación Biomédica, FISABIO (Valencia, España). El proceso de 
construcción de las librerías de amplicones de DNA también fue llevado a cabo en 
FISABIO. Estas librerías se generaron empleando los iniciadores 341F y 802R, siguiendo 




las instrucciones descritas en la guía de preparación de las librerías de DNA para 
secuenciar mediante metagenómica en el secuenciador Illumina MiSeq (Amplicon 
P.C.R., 2013). La secuenciación se llevó a cabo siguiendo el protocolo paired-end (2 x 
300 pb). 
Una vez obtenidas las secuencias brutas, estas se procesaron 
bioinformáticamente mediante la plataforma de acceso libre QIIME 1.9.1 (Caporaso et 
al., 2010) aplicando comandos adicionales disponibles en la máquina virtual 
Microbiome Helper (Comeau et al., 2017). En primer lugar, las secuencias forward y 
reverse se unieron mediante PEAR v0.9.19 (Zhang et al., 2014). La herramienta FastQC 
se empleó para confirmar que las secuencias habían sido unidas correctamente 
(Andrews, 2010). Posteriormente, las secuencias unidas se filtraron por longitud y 
calidad empleando FASTX-Toolkit v0.0.14: se eliminaron las secuencias de menos de 
200 pb y con valor mínimo de calidad Q30 en al menos el 90 % de las mismas (Gordon, 
2009), lo cual se comprobó empleando de nuevo la herramienta FastQC (Andrews, 
2010). Las secuencias potencialmente quiméricas también fueron eliminadas usando 
VSEARCH v1.11.1 (Rognes et al., 2016). Las secuencias restantes fueron procesadas 
mediante el comando open reference de QIIME, aplicando los métodos SortMeRNA 
v2.0 (Kopylova et al., 2012) y SUMACLUST v1.0.00 (Mercier et al., 2013) para los pasos 
de agrupamiento en OTUs basados en una referencia y de novo, respectivamente. Las 
OTUs se definieron al 97 % de similitud de secuencia, empleando la base de datos 
SILVA r132 (Quast et al., 2013). 
 
IV.2.2. IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS ASOCIADAS A FLA EN MUESTRAS 
AMBIENTALES 
Una vez evaluados los iniciadores para la identificación de bacterias asociadas a 
FLA en muestras inoculadas, se pasó a emplearlos en muestras ambientales. 
Se analizaron un total de 20 muestras ambientales: 11 de agua residual, 3 de 
agua potable y, por último, 6 de lechugas. Todas estas muestras ya habían sido 
procesadas y analizadas para la identificación de H. pylori dentro de FLA en este 
trabajo. El protocolo de procesado de las muestras de agua y vegetales puede 




encontrarse en los capítulos II y III. De forma breve, en todos los casos, después de 
concentrar las muestras, observar FLA, recoger el contenido de las placas que las 
contenían, añadir hipoclorito sódico y realizar el tratamiento con PMA, se extrajo el 
DNA de las mismas, el cual fue el empleado para determinar las bacterias asociadas a 
FLA mediante metagenómica de secuenciación dirigida. 
A partir de este DNA, se generaron las librerías de amplicones, empleando los 
iniciadores 341F y 802R, las cuales fueron secuenciadas en el secuenciador Illumina 
MiSeq, tal y como se especifica en el apartado IV.2.1.1. Una vez obtenidas las 
secuencias crudas, estas se procesaron bioinformáticamente siguiendo la línea de 
comandos también especificada en dicho apartado. 
  




IV.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
IV.3.1. EVALUACIÓN DE INICIADORES PARA LA AMPLIFICACIÓN DE BACTERIAS 
ASOCIADAS A FLA 
Los estudios de las comunidades microbianas permiten conocer en profundidad 
la diversidad de los ecosistemas e incluso llegar a entender procesos microbiológicos 
complejos (Vanwonterghem et al., 2014). En los últimos años ha habido un gran 
incremento en el uso de estrategias de metagenómica de secuenciación dirigida para 
determinar la diversidad microbiana de diversos ambientes (Caporaso et al., 2012; 
Bhattacharjee et al., 2017; Gad, 2017). Uno de los pasos más críticos para llevar a cabo 
un buen análisis de amplicones del gen rRNA es la elección de los iniciadores 
(Klindworth et al., 2013). 
En este trabajo se seleccionó una pareja de iniciadores procedentes de fuentes 
bibliográficas distintas (Tabla 19). Dado que no habían sido empleados conjuntamente 
en ningún trabajo previo, se analizó su cobertura in silico mediante el programa 
TestPrime. Cuando no se permitió ningún mismatch en la unión de iniciadores, la 
cobertura del reino Bacteria fue del 88,2 %, la del reino Archaea del 0,6 % y la del reino 
Eukarya del 0,0 %. Cuando se permitió 1 mismatch en el análisis, las coberturas de los 
reinos Bacteria y Archaea aumentaron a 95,0 % y 67,0 %, respectivamente. 
Específicamente, la cobertura del género Helicobacter fue del 95,8 % cuando no se 
permitieron mismatches y aumentó a 97,4 % cuando se permitió 1 mismatch. En la 
tabla 21 pueden observarse los porcentajes de cobertura de los iniciadores 341F y 
802R para distintas bacterias. 
  











Aeromonas sp. 86,8 93,0 
Arcobacter sp. 93,5 96,3 
Burkholderia sp. 94,2 96,7 
Campylobacter sp. 96,1 98,1 
Escherichia coli 90,6 94,6 
Francisella sp. 96,8 98,9 
Helicobacter sp. 95,8 97,4 
Klebsiella sp. 96,0 97,6 
Legionella sp. 92,7 96,1 
Mycobacterium sp. 93,3 97,0 
Pseudomonas sp. 91,9 95,0 
Salmonella sp. 98,6 99,4 
Vibrio sp. 93,0 95,8 
Yersinia sp. 96,8 98,1 
 
Como puede observarse, los iniciadores 341F y 802R son capaces de detectar in 
silico diferentes especies bacterianas, incluyendo aquellas de importancia para la salud 
pública, lo cual es ventajoso para determinar las bacterias asociadas a FLA en muestras 
ambientales, en las que la diversidad bacteriana es muy elevada. 
Para comprobar in vitro que efectivamente los iniciadores escogidos eran 
capaces de detectar gran diversidad de bacterias, se construyó una comunidad 
artificial de bacterias con DNA de aquellas que interesaba ineludiblemente detectar 
posteriormente en muestras ambientales. Además, esta comunidad artificial de 
bacterias se inoculó en el DNA de una muestra de agua residual que había sido 
empleada para la detección de H. pylori procedente del interior de FLA y que había 
resultado positiva mediante qPCR, es decir, H. pylori estaba internalizado en las FLA de 
esa muestra. 
Una vez secuenciadas las muestras, se obtuvieron un total de 159.717 
secuencias. Tras filtrarlas por calidad y eliminar las quimeras quedaron un total de 
138.766 secuencias, las cuales se agruparon en 303 OTUs o unidades taxonómicas. La 




calidad de las mismas se comprobó mediante la herramienta FastQC, a través de la 
cual se verificó que todas tenían valores de calidad por encima de Q30, lo cual se 
considera como secuencias de alta calidad (Figura 63). 
 
 
Figura 63: Ejemplo de calidad de las secuencias por base en una muestra 
 
Los filos bacterianos más abundantes de la comunidad artificial generada fueron 
Epsilonbacteraeota, Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (Figura 64). Dentro de 
Epsilonbacteraeota encontramos los géneros Arcobacter, Campylobacter y 
Helicobacter, dentro de Proteobacteria el género Escherichia, dentro de Firmicutes el 
género Lactobacillus y dentro de Bacteroidetes el género Pedobacter. Estos dos 
últimos géneros bacterianos posiblemente se hayan detectado en la muestra artificial 
debido a una contaminación del DNA, o a una mala asignación taxonómica. 
 
 
Figura 64: Distribución de los filos bacterianos más abundantes en la muestra artificial 





Hasta hace relativamente poco, bacterias de los géneros Campylobacter, 
Arcobacter o Helicobacter estaban clasificadas dentro del Filo Proteobacteria y la clase 
Epsilonproteobacteria. Mientras que esta clase constituye un grupo monofilético 
estable dentro del árbol bacteriano, diversos estudios sugieren que no se afilian de una 
forma reproducible con otras Proteobacteria, sugiriéndose así que se necesita una 
revisión taxonómica a nivel de Phylum (Wu et al., 2009; Di Rienzi et al., 2013; McLean 
et al., 2013; Rinke et al., 2013; Zhang y Sievert, 2014; Hug et al., 2016; Yeoh et al., 
2016). De hecho, Waite et al. (2017) proponen reclasificar Epsilonproteobacteria y 
Desulfurellales como un nuevo filo, Epsilonbacteraeota, junto con los consiguientes 
cambios en la clasificación de los niveles taxonómicos inferiores. Esta propuesta está 
recogida en la taxonomía de la última versión de la base de datos SILVA (versión 132), 
con la que se ha trabajado en el presente estudio. 
Los géneros más abundantes en la muestra artificial de bacterias fueron 
Campylobacter, Arcobacter, Escherichia y Helicobacter, los cuales comprendían el 
99,66% de la muestra (Figura 65). 
 
 
Figura 65: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes en la muestra artificial 
 
Pese a haber incluido únicamente 1,5 ng de Campylobacter y 4,5 ng de 
Helicobacter sp. (H. pylori y H. pullorum) (Tabla 20), según los resultados obtenidos, 
puede observarse que los iniciadores 341F y 802R amplifican preferentemente el 
primer género. Estos resultados podrían deberse a que cada célula de H. pylori tiene 
entre 1 y 2 copias del gen 16S rRNA y Campylobacter entre 1 y 3 copias de este mismo 
gen (https://rrndb.umms.med.umich.edu/; Klappenbach et al., 2001). 




Como puede observarse en la figura 66, la muestra de agua residual tenía poca 
abundancia de los géneros más abundantes en la comunidad artificial de bacterias 
generada, en la que otros géneros suponían el 95,8 % de la muestra. Sin embargo, 
cuando esta muestra fue inoculada con la comunidad artificial de bacterias, las 
abundancias relativas de dichos géneros fueron muy similares a las de la muestra 
artificial, lo cual indica que la matriz del agua residual no inhibe la amplificación de 
estos géneros. El hecho de haber obtenido abundancias relativas inferiores para todas 
las bacterias, excepto para Campylobacter, puede haberse debido a que al haber una 
mayor diversidad bacteriana en la muestra de agua residual, también se hayan 
amplificado estas en detrimento de las bacterias inoculadas. 
 
 
Figura 66: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes de la comunidad 
bacteriana artificial  
 
IV.3.2. IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS ASOCIADAS A FLA EN MUESTRAS 
AMBIENTALES 
Una vez comprobado que los iniciadores elegidos amplifican el grupo bacteriano 
de interés en este estudio, el del filo recientemente reclasificado como 
Epsilonbacteraeota por la versión 132 de la base de datos SILVA, se analizó el 
microbioma asociado a FLA en 20 muestras ambientales ya estudiadas en esta tesis: 14 
muestras de agua, residual y potable, y 6 de lechugas. 
De entre las 14 muestras de agua analizadas, 11 procedían de agua residual (SR1-
SR11) y 3 de agua potable (SP1-SP3) (tabla 22). Excepto las muestras SR1, SR6, SR7 y 




SR11, todas las demás habían resultado previamente positivas para la identificación de 
H. pylori dentro de FLA por alguno de los métodos empleados en este trabajo. 
 
Tabla 22: Relación de muestras de agua secuenciadas y resultados para la identificación de H. 






CON ID MUESTRA 
CAPÍTULO II  
H. pylori 
PMA-qPCR DVC-FISH CULTIVO 
1 SR1 R11 - - - 
2 SR2 R14 + + - 
3 SR3 R15 - + + 
4 SR4 R34 + + - 
5 SR5 R37 + - - 
6 SR6 R38 - - - 
7 SR7 R39 - - - 
8 SR8 R42 - + + 
9 SR9 R43 - - + 
10 SR10 R53 + - + 
11 SR11 R60 - - - 
12 SP1 P16 + - - 
13 SP2 P23 + + - 
14 SP3 P25 + + - 
  





Una vez secuenciadas las muestras de agua residual se obtuvieron un total de 
691.316 secuencias. Tras filtrarlas por calidad y eliminar las quimeras quedaron un 
total de 547.664 secuencias, las cuales se agruparon en 12.281 OTUs. 
Los filos bacterianos más abundantes en el promedio de las muestras de agua 
residual fueron Proteobacteria, Planctomycetes, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Chloroflexi y Nitrospirae, los cuales representaron el 
95,98 % de la diversidad de las muestras (Figura 67). 
 
 
Figura 67: Distribución de los filos más abundantes del promedio de las muestras de agua 
residual (%) 
 
Las abundancias relativas de cada uno de estos filos en cada muestra se 
representan en la figura 68. El filo Proteobacteria fue el de mayor abundancia en las 
muestras SR1, SR3, SR4, SR8, SR9 y SR10. El filo Planctomycetes dominó en las 
muestras SR5, SR6 y SR7. El filo Bacteroidetes únicamente obtuvo la mayor abundancia 
en la muestra SR2. Y por último, el filo Firmicutes prácticamente representó a toda la 
población bacteriana de la muestra SR11. 
  





Figura 68: Distribución de filos de cada muestra de agua residual (%) 
 
El filo Epsilonbacteraeota tuvo una abundancia relativa promedio del 0,179 %. Se 
detectaron bacterias pertenecientes a este filo en las muestras SR1, SR2, SR4, SR5, 
SR8, SR10 y SR11, con abundancias relativas desde 0,002 % hasta 1,942 % (Tabla 23). 
 
Tabla 23: Distribución del filo Epsilonbacteraeota en las muestras de agua residual 

















En plantas de tratamiento de agua residual municipal, como es el caso de las 
muestras analizadas en este estudio, el filo Proteobacteria predomina. Los filos 
subdominantes suelen ser Bacteroidetes, Acidobacteria y Chloroflexi (Nielsen et al., 
2010; Nguyen et al., 2011; Wan et al., 2011; Hu et al., 2012; Wang et al., 2012). En las 
muestras de agua residual analizadas en el presente trabajo, el filo Proteobacteria fue 
el predominante en el promedio de las muestras, el filo Bacteroidetes fue el tercero 
más abundante y el filo Chloroflexi únicamente obtuvo una abundancia del 2,03 %. La 
mayor abundancia relativa de este último filo se obtuvo en la muestra SR4, 13,38 %, en 
la que fue el segundo filo más abundante. El filo Acidobacteria únicamente representó 
al 0,81 % del promedio de las bacterias. Su abundancia relativa más abundante fue del 
2,36 % en la muestra SR8. El filo Planctomycetes engloba bacterias presentes en una 
gran diversidad de hábitats, aunque, en general, parece que su abundancia en 
muestras ambientales sea relativamente baja (Rusch et al., 2007).  
Las clases de bacterias más abundantes en el promedio de las muestras de agua 
residual fueron Gammaproteobacteria, Planctomycetacia, Alphaproteobacteria, 
Bacteroidia, Bacilli, Verrucomicrobiae, Melainabacteria, Oxyphotobacteria, 
Deltaproteobacteria, Nitrospira, Chloroflexia y Clostridia, las cuales representaron el 
94,12 % de la abundancia relativa del promedio de las muestras (Figura 69). 
 
 
Figura 69: Distribución de las clases bacterianas más abundantes del promedio de las muestras 
de agua residual 
 




La distribución de estas clases bacterianas en cada una de las muestras de agua 
residual puede visualizarse en la figura 70. Las clases Gammaproteobacteria, 
Planctomycetacia, Alphaproteobacteria y Bacteroidia representaron el 74,12 % - 99,92 
% en las muestras SR1, SR2, SR3, SR5 y SR10. En las muestras SR3, SR6, SR7, SR8 y SR9, 
la abundancia relativa de estas clases fue del 57,27 % - 60,61 %. En la muestra SR11, el 
97,90 % de las bacterias amplificadas pertenecieron a la clase Bacilli. 
 
a 
Figura 70: Distribución de clases bacterianas en cada muestra de agua residual (%) 
 
Todas las bacterias amplificadas asignadas taxonómicamente al filo 
Epsilonbacteraeota fueron asignadas a la clase Campylobacteria. 
La clase de bacterias dominante dentro del filo Proteobacteria en plantas de 
tratamiento de agua residual urbana es Betaproteobacteria, las cuales son 
responsables de la eliminación de materia orgánica y nutrientes (Cydzik-Kwiatkowska y 
Zielińska, 2016). Sin embargo, esta clase de Proteobacteria ni siquiera ha tenido 
representación en las muestras analizadas en este estudio, lo cual puede ser debido a 
que en este estudio se están analizando las bacterias asociadas a FLA y no las 
presentes en el agua residual de forma global. La clase de Proteobacteria más 




abundante fue Gammaproteobacteria, en la que se encuentran E. coli, patógenos 
como Salmonella, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas, Coxiella y Francisella y bacterias 
endosimbiontes (Williams et al., 2010). Dentro del mismo filo, la segunda clase más 
abundante fue Alphaproteobacteria, en la cual se incluyen muchas bacterias 
importantes a nivel tanto medioambiental como médico, como Rhizobium spp. o 
Rickettsia spp. Además, incluye bacterias de vida libre e intracelulares (Collier, 2016). 
Los géneros bacterianos con más abundantes en el promedio de las muestras de 
agua residual fueron Bacillus, Aeromonas, Flavobacterium, Isosphaera, Sphingobium, 
Prosthecobacter, Haliangium, Cellvibrio, Nitrospira, Pseudomonas, Nubsella, Bosea y 
Herbaspirillum, los cuales representaron el 47,34 % de la abundancia relativa del 
promedio de las muestras (Figura 71). 
 
 
Figura 71: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes del promedio de las 
muestras de agua residual 
 
Cabe destacar que entre las bacterias asociadas a FLA más abundantes en el 
promedio de las muestras de agua residual se encuentran Bacillus, Aeromonas y 
Pseudomonas, bacterias patógenas humanas. 
El género Bacillus comprende más de 200 especies, dos de las cuales, Bacillus 
anthracis y Bacillus cereus, son agentes especialmente importantes causantes de 
enfermedades en humanos (Prod’hom y Bille, 2017). 




Las distintas especies de Aeromonas son causantes de un amplio espectro de 
enfermedades en el ser humano y en los animales (Ghenghesh et al., 2008). Se han 
asociado con diarreas agudas en adultos inmunocompetentes, con diarreas crónicas en 
niños, ancianos e individuos inmunocomprometidos y con la diarrea del viajero (Batra 
et al., 2016). Aeromonas sp. ya había sido descrita como capaz de interaccionar in vitro 
con A. castellanii Rahman et al., 2008; Yousuf et al., 2013). 
Pseudomonas sp. formaba parte del microbioma de las FLA en todas las muestras 
de agua residual analizadas. El género Pseudomonas contiene cerca de 200 especies, 
entre las que destaca P. aeruginosa. Esta especie es un patógeno oportunista capaz de 
adaptarse a una gran diversidad de ambientes (Gellatly et al., 2013). Las infecciones 
por esta bacteria suelen ser nosocomiales y casi todas están asociadas con las bajas 
defensas del hospedador (Lyczak et al., 2000). P. aeruginosa ya se había asociado 
previamente con FLA (Cengiz et al., 2000; Maschio et al., 2015b) 
Las abundancias relativas de los géneros bacterianos presentes en cada una de 
las muestras se representan en la figura 72. Debido a la gran variabilidad de géneros y 
las distintas abundancias de los mismos en cada muestra, en este caso se 
representaron los gráficos de forma individualizada con los géneros bacterianos cuya 
abundancia relativa era superior al 2 % en cada una de las muestras. En los casos en los 
que no se pudo asignar taxonomía a nivel de género se nombró en el gráfico el nivel 
taxonómico más detallado al que se llegó. 
El género Bacillus fue el más abundante en el promedio de las muestras, debido 
a que en una de ellas, en la muestra SR11 su abundancia fue próxima al 98 %. Sin 
embargo, en el resto de las muestras la abundancia relativa de este género fue inferior 
al 2 %. Delafont et al. (2013) también realizaron un estudio del microbioma de FLA, 
aunque aisladas de agua potable, y encontraron que el género Bacillus se asociaba a 
FLA en uno de los puntos muestreados. Otros géneros con presencia en las muestras 
analizadas en este estudio que Delafont et al. (2013) también detectaron asociados a 
FLA son Bosea, Herbaspirillum, Legionella, Paenibacillus, Pseudomonas, Pseudomonas, 
Pseudoxanthomonas, Reyranella, Sphingobacterium, Sphingobium, Sphingomonas, 
Sphingopyxis y Stenotrophomonas. 
 





Figura 72: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes de cada muestra de agua residual (%). SA: sin asignar a nivel de género 




Las bacterias asignadas al filo Epsilonbacteraeota y a la clase Campylobacteria se 
asignaron a los géneros Arcobacter, Campylobacter y Helicobacter (Tabla 24). 
 
Tabla 24: Distribución de los géneros del filo Epsilonbacteraeota en las muestras de agua 
residual (%) 
GÉNERO SR1 SR2 SR3 SR4 SR5 SR6 SR7 SR8 SR9 SR10 SR11 
Arcobacter 1,702 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0 0,007 
Campylobacter 0,218 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Helicobacter 0,023 0,009 0 0,002 0,002 0 0 0,002 0 0,006 0 
 
Debido a que la asignación taxonómica únicamente llegó hasta nivel de género, 
la secuencia de cada OTU de los géneros Arcobacter, Campylobacter y Helicobacter se 
enfrentó contra la base de datos NCBI mediante la herramienta blast (Tabla 25). 
La taxonomía Arcobacter sp. fue asignada a cinco OTUs. La primera de ellas se 
correspondía con las especies Arcobacter defluvii y/o Arcobacter cloacae con un 99 % 
de identidad de secuencias y únicamente estaba presente en la muestra SR11. La 
segunda OTU se correspondía con A. butzleri y se encontró en las muestras SR1 y SR2. 
La tercera OTU también se correspondía con A. butzleri y únicamente estaba presente 
en la muestra SR1. La cuarta OTU fue Arcobacter cibarius, la cual estaba presente en la 
muestra SR1. Por último, la quinta OTU se correspondía con Arcobacter skirrowii y/o A. 
cibarius, y únicamente se encontró en la muestra SR1. De todas las especies del género 
Arcobacter, se ha demostrado que A. butzleri puede ser fagocitada por A. castellanii e 
incluso puede sobrevivir dentro de ella (Fernández et al., 2012, Medina et al., 2014; 
Villanueva et al., 2016). 
La taxonomía de Campylobacter sp. se asignó a una única OTU, la cual se 
correspondió a las especies C. jejuni o Campylobacter coli, presentes en la muestra 
SR1. C. jejuni también es capaz de ser fagocitada y de sobrevivir en el interior de A. 
castellanii y A. polyphaga (Snelling et al., 2008; Axelsson-Olsson et al., 2010; Bui et al., 
2012; Olofsson et al., 2013). 
La taxonomía de Helicobacter sp. se asignó a tres OTUs, dos de las cuales se 
correspondían con la especie H. pylori, presente en las muestras SR2, SR4, SR5, SR8 y 
SR10. La tercera OTU se correspondió con H. pullorum, la cual estaba presente en la 




muestra SR1. En este trabajo ya se ha demostrado que H. pylori es capaz de 
internalizarse y sobrevivir en el interior de A. castellanii. Además, Smith y Ashbolt 
(2012) demostraron mediante PCR y FISH que H. pylori podía ser fagocitado por A. 
polyphaga. Hasta el momento se desconoce si otras especies de Helicobacter, como H. 
pullorum, pueden ser también ARB. 
 




Arcobacter butzleri  
Arcobacter cibarius 
Arcobacter skirrowii o A. cibarius 
C. jejuni o Campylobacter coli 
Helicobacter pullorum 
SR2 
Arcobacter butzleri  
Helicobacter pylori 
SR3 - 
SR4 Helicobacter pylori 
SR5 Helicobacter pylori 
SR6 - 
SR7 - 
SR8 Helicobacter pylori 
SR9 - 
SR10 Helicobacter pylori 
SR11 
Arcobacter defluvii o Arcobacter 
cloacae 
 
Las abundancias relativas obtenidas para los géneros bacterianos de interés para 
la salud pública en las muestras de agua residual fueron bajas, a excepción de 
Aeromonas en la muestra SR10 (Tabla 26). Precisamente la muestra SR10 fue la que 








Tabla 26: Abundancia relativa de bacterias de interés para la salud pública presentes en las muestras de agua residual 
FILO CLASE GÉNERO SR1 (%) SR2 (%) SR3 (%) SR4 (%) SR5 (%) SR6 (%) 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonas 0,364 1,022 0,005 0,006 0 0,008 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Arcobacter 1,702 0,001 0 0 0 0 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Helicobacter 0,023 0,009 0 0,002 0,002 0 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Klebsiella 0 0,052 0 0 0 0 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Legionella 0 1,744 0 6,310 0,008 0,310 
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacterium 0 0 0 0,383 0,130 0,137 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonas 1,431 2,406 6,643 0,043 0,277 0,132 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Salmonella 0 0 0 0 0 0 
TOTAL 3,519 5,233 6,648 6,744 0,417 0,586 
Continuación 
FILO CLASE GÉNERO SR7 (%) SR8 (%) SR9 (%) SR10 (%) SR11 (%) PROMEDIO (%) 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonas 0 0 0,023 96,217 0,022 8,879 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Arcobacter 0 0 0 0 0,007 0,155 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Helicobacter 0 0,002 0 0,006 0 0,004 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Klebsiella 0 0,006 0,003 0,003 0 0,006 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Legionella 0,030 0,090 0,027 0,001 0 0,774 
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacterium 0,090 0,262 0,116 0 0 0,102 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonas 0,195 0,013 0,050 3,060 0,528 1,343 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Salmonella 0 0 0,039 0 0 0,004 
TOTAL 0,314 0,373 0,258 99,287 0,557 11,267 
 
 




Cabe destacar que en la muestra SR4 se detectó un 6,31 % de Legionella. La 
relación de este género bacteriano con las FLA ha sido ampliamente estudiada. 
Legionella puede ser fagocitada por las FLA, sobrevivir dentro de ella e incluso 
multiplicarse (Rowbotham, 1980; García et al., 2007; Ducret et al., 2014; Buse et al., 
2017). 
Otra de las bacterias de interés para la salud pública detectada en este trabajo 
en las muestras de agua residual, que ha demostrado interaccionar con las FLA y ser 
resistente a su fagocitosis, es M. avium (White et al., 2010; Ovrutsky et al., 2013).  
 
Agua potable: 
En el caso del agua potable, después de secuenciar las muestras se obtuvieron 
un total de 253.379 secuencias. Tras filtrarlas por calidad y eliminar las quimeras 
quedaron un total de 244.992 secuencias, las cuales se agruparon en 1.239 OTUs. 
Los filos bacterianos más abundantes en el promedio de las muestras de agua 
potable fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y Chloroflexi, 
los cuales representaron el 99,94 % de la diversidad de las muestras (Figura 73). En un 
estudio llevado a cabo por Belila et al. (2016), en que estudiaban la comunidad 
bacteriana en una planta de producción de agua potable, los filos bacterianos más 
abuntantes fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Cyanobacteria. Los tres 
filos más abundantes de ese estudio coincidieron con los obtenidos en este trabajo.  
 
 
Figura 73: Distribución de los filos más abundantes del promedio de las muestras de agua 
potable 




Las abundancias relativas de cada uno de estos filos en cada muestra de agua 
potable analizada se representan en la figura 74. El filo Proteobacteria fue el 
dominante en las tres muestras (77,65 % - 91,55 %), seguido de los filos Bacteroidetes 
(5,81 % - 20,94 %) y Firmicutes (1,32 % - 2,56 %). 
 
 
Figura 74: Distribución de filos en cada muestra de agua potable (%) 
 
El filo Epsilonbacteraeota tuvo una abundancia relativa promedio del 0,011 % en 
las muestras de agua potable. Se detectaron bacterias pertenecientes a este filo en las 
tres muestras analizadas, SP1, SP2 y SP3 (Tabla 27). 
 
Tabla 27: Distribución del filo Epsilonbacteraeota en las muestras de agua potable 





Las clases de bacterias más abundantes en el promedio de las muestras de agua 
potable fueron Gammaproteobacteria, Bacteroidia, Alphaproteobacteria, Bacilli y 
Deltaproteobacteria, las cuales representaron el 99,64 % de la abundancia relativa del 
promedio de las muestras (Figura 75). 






Figura 75: Distribución de las clases bacterianas más abundantes del promedio de las muestras 
de agua potable 
 
La distribución de estas clases bacterianas en cada una de las muestras de agua 
potable puede visualizarse en la figura 76. La clase Gammaproteobacteria fue la más 
abundante en todas las muestras. La segunda clase bacteriana más abundante fue 
Bacteroidia en las muestras SP1 y SP3. En la muestra SP2, la segunda clase bacteriana 
más abundante fue Alphaproteobacteria. 
Todas las bacterias amplificadas asignadas taxonómicamente al filo 
Epsilonbacteraeota en las muestras de agua potable fueron asignadas a la clase 
Campylobacteria. 
Al igual que en el agua residual, la clase más abundante de las bacterias 
asociadas a FLA en agua potable fue Gammaproteobacteria. En el estudio llevado a 
cabo por Belila et al. (2016) la clase de Proteobacteria más abundante fue 
Betaproteobacteria, seguida de Alphaproteobacteria y Gammaproteobacter. Sin 
embargo, en las muestras analizadas en el presente trabajo ninguna bacteria asociada 
a FLA pertenecía a Betaproteobacteria. 
 





Figura 76: Distribución de clases bacterianas de cada muestra de agua potable (%) 
 
Los géneros bacterianos más abundantes en el promedio de las muestras de 
agua potable fueron Pseudomonas, Stenotrophomonas, Nubsella, Flavobacterium, 
Sphingobium, Achromobacter, Brevundimonas, Rheinheimera y Delftia, los cuales 
representaron el 47,34 % de la abundancia relativa del promedio de las muestras 
(Figura 77). Cabe destacar que Pseudomonas y Stenotrophomonas son bacterias 




Figura 77: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes del promedio de las 
muestras de agua potable 
 




Las abundancias relativas de los géneros bacterianos presentes en cada una de 
las muestras de agua potable se representan en la figura 78. Debido a la variabilidad de 
géneros y las distintas abundancias de los mismos en cada muestra, se representaron 
los gráficos de forma individualizada con los géneros bacterianos cuya abundancia 
relativa era superior al 1 % en cada una de las muestras. En los casos en los que no se 
pudo asignar taxonomía a nivel de género se nombró en el gráfico el nivel taxonómico 
más detallado al que se llegó. 
 
 
Figura 78: Distribución de géneros bacterianos de cada muestra de agua potable (%). SA: sin 
asignar a nivel de género 





En el estudio llevado a cabo por Delafont et al. (2013), en el que analizaron el 
microbioma de FLA de aguas potables, también detectaron los siguientes géneros 
bacterianos: Brevundimonas, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, 
Paenibacillus, Pseudomonas y Stenotrophomonas. De entre estas bacterias, la que 
obtuvo una mayor abundancia relativa en las tres muestras analizadas en el presente 
estudio fue Pseudomonas, que como ya se ha comentado anteriormente es un 
patógeno oportunista que se ha relacionado con FLA. Además, Stenotrophomonas 
también causa enfermedades nosocomiales (Brooke, 2012). 
El género Sphingomonas se ha encontrado en un gran número de biopelículas de 
agua potable y se ha demostrado que es particularmente resistente al tratamiento con 
cloro (Hong et al., 2010; Zhang et al., 2012a). 
Las bacterias del filo Epsilonbacteraeota y clase Campylobacteria se asignaron a 
los géneros Arcobacter, Campylobacter y Helicobacter (Tabla 28). Pese que en todas las 
muestras de agua potable se había detectado H. pylori dentro de FLA mediante PMA-
qPCR, mediante metagenómica de secuenciación dirigida solo ha sido posible la 
detección de esta bacteria en la muestra SP1. 
 
Tabla 28: Distribución de los géneros del filo Epsilonbacteraeota en las muestras de agua 
potable (%) 
FILO CLASE GÉNERO SP1 SP2 SP3 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria 
Arcobacter 0 0 0,002 
Campylobacter 0,020 0,001 0 
Helicobacter 0,010 0 0 
 
Debido a que la asignación taxonómica únicamente llegó hasta nivel de género, 
la secuencia de cada OTU de los géneros Arcobacter, Campylobacter y Helicobacter se 
enfrentó contra la base de datos NCBI mediante la herramienta BLAST. En el caso de 
Arcobacter, la especie presente en la muestra SP3 fue A. butzleri. La taxonomía de 
Campylobacter sp. fue asignada a dos OTUs. Al enfrentarlos a la base de datos NCBI, el 
primero de ellos se correspondía con la especie Campylobacter cuniculorum, presente 
en la muestra SP1, y el segundo de ellos a las especies C. jejuni y/o Campylobacter coli, 




ambas con un 99 % de identidad de secuencias y presentes en la muestra SP2. En el 
caso de Helicobacter, la especie presente en la muestra SP1 fue H. pylori. 
Las abundancias relativas obtenidas para los géneros bacterianos de interés para 
la salud pública en las muestras de agua potable fueron bajas e incluso nulas para 
alguna bacteria excepto para Pseudomonas (Tabla 29). Las abundacias relativas de 
Pseudomonas sp. variaron entre un 34,41% (SP2) y un 88,29% (SP2). Esta bacteria ya 
había sido asociada previamente a FLA (Wang et al., 2012; García et al., 2013; Maschio 
et al., 2015b). En el estudio de Delafont et al. (2013) sobre el microbioma de FLA 
aisladas de agua potable mediante metagenómica de secuenciación dirigida, también 
detectaron Pseudomonas, aunque en una abundancia del 2,38%. Estos autores 
emplearon otros iniciadores para la amplificación de las bacterias y una plataforma de 
secuenciación distinta a la del presente trabajo. 




Tabla 29: Abundancia relativa de bacterias de interés para la salud pública presentes en las muestras de agua potable 
FILO CLASE GÉNERO SP1 (%) SP2 (%) SP3 (%) PROMEDIO (%) 
  
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonas 0,120 0 0 0,040 
  
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Arcobacter 0 0 0,002 0,001 
  
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Helicobacter 0,010 0 0 0,003 
  
Proteobacteria Gammaproteobacteria Klebsiella 0 0 0 0,000 
  
Proteobacteria Gammaproteobacteria Legionella 0 0 0 0,000 
  
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacterium 0,004 0,009 0,014 0,009 
  
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonas 88,291 34,413 37,840 53,515 
  
Proteobacteria Gammaproteobacteria Salmonella 0 0 0 0,000 
  
TOTAL 88,424 34,423 37,855 53,567 
  
 





En el caso de las muestras de vegetales, se analizó el microbioma de FLA en 6 
muestras de lechuga, SL1-SL6 (tabla 30). 
 
Tabla 30: Relación de muestras de lechuga secuenciadas y resultados para la identificación de 








PMA-qPCR DVC-FISH CULTIVO 
15 SL1 L1 +  + - 
16 SL2 L2 +  - - 
17 SL3 L5 +  - - 
18 SL4 L8 +  + - 
19 SL5 L9 +  + - 
20 SL6 L10 +  - - 
 
Una vez secuenciadas las muestras, se obtuvieron un total de 237.266 
secuencias. Tras filtrarlas por calidad y eliminar las quimeras quedaron un total de 
201.740 secuencias, las cuales se agruparon en 2.165 OTUs. 
En promedio, los filos bacterianos más abundantes presentes en las muestras de 
lechuga fueron Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Patescibacteria y 




Figura 79: Distribución de los filos más abundantes del promedio de las muestras de lechuga 
 




Las abundancias relativas de cada uno de los filos en cada muestra de lechuga 
analizada son las representadas en la figura 80. Los dos filos más abundantes en todas 
las muestras, al igual que en los casos de las muestras de agua residual y potable, 
fueron Proteobacteria y Bacteroidetes, con abundancias relativas entre 18,55 % y 
96,05 % en el caso de las Proteobacterias y entre 3,38 % y 79,94 % en el caso de 
Bacteroidetes. 
El filo Epsilonbacteraeota tuvo una abundancia relativa promedio del 0,006 %. 
Únicamente en las muestras SL1 y SL4 se detectaron bacterias pertenecientes a este 
filo, cuyas abundancias relativas fueron del 0,003 % y 0,032 %, respectivamente. 
 
 
Figura 80: Distribución de los filos más abundantes de cada muestra de lechuga (%) 
 
Las clases de bacterias más abundantes en el promedio de las muestras de 
lechuga fueron Gammaproteobacteria, Bacteroidia, Alphaproteobacteria y 
Deltaproteobacteria, las cuales representaron al 98,42 % del promedio de las muestras 
(Figura 81). 
 





Figura 81: Distribución de las clases bacterianas más abundantes del promedio de las muestras 
de lechuga 
 
Las abundancias relativas de cada una de las clases bacterianas en cada muestra 
de lechuga analizada fueron las representadas en la figura 82. En el caso de las 
muestras SL1, SL2, SL3 y SL4, las dos clases más abundantes fueron 
Gammaproteobacteria y Bacteroidia, siendo las abundancias de Gammaproteobacteria 
y Bacteroidia muy similares en la muestra SL1, y mayores las de Gammaproteobacteria 
en las muestras SL2, SL3 y SL4. En las muestras SL5 y SL6, las clases bacterianas más 
abundantes fueron Bacteroidia y Alphaproteobacteria. 
 





Figura 82: Distribución de las clases bacterianas más abundantes de cada muestra de lechuga 
(%) 
 
Los géneros bacterianos más abundantes en el promedio de las muestras de 
lechuga fueron Massilia, Fluviicola, Flavobacterium, Siphonobacter, Pseudorhodoferax, 
Stenotrophonomas, Achromobacter, Delftia y Pseudoxanthomonas, que representaron 
el 66,96 % del promedio de las muestras (Figura 83). 
 
 
Figura 83: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes del promedio de las 
muestras de lechuga 
 




Las abundancias de estos géneros bacterianos en cada una de las muestras de 
lechuga analizadas se representan a la figura 84. En la muestra SL1, el género 
bacteriano más abundante fue Siphonobacter; en las muestra SL2, SL3 y SL4, Massilia; 
en la muestra SL5, Flavobacterium y en la muestra SL6, Fluviicola.  
Las abundancias relativas obtenidas para los géneros bacterianos de interés para 
la salud pública fueron bajas (Tabla 30). Además, no todas estas bacterias estaban 
presentes en todas las muestras. La muestra SL6 fue la que presentó una mayor 
abundancia de dichas bacterias (0,94 %), seguida de la muestra SL5 (0,82 %). 
Cabe destacar que el género Helicobacter sólo se detectó en las muestras SL1 y 
SL4, aunque en muy poca abundancia, pese a que mediante qPCR había sido detectado 
en todas las muestras.  
 








Figura 84: Distribución de los géneros bacterianos más abundantes de cada muestra de lechuga (%). SA: sin asignar a nivel de género 
 
 





Tabla 31: Abundancia relativa de bacterias de interés para la salud pública presentes en las muestras de lechugas 
FILO CLASE GÉNERO SL1 (%) SL2 (%) SL3 (%) SL4 (%) SL5 (%) SL6 (%) PROMEDIO (%) 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonas 0 0 0 0 0,005 0,003 0,001 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Arcobacter 0 0 0 0,021 0 0 0,004 
Epsilonbacteraeota Campylobacteria Helicobacter 0,003 0 0 0,011 0 0 0,002 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Klebsiella 0 0 0 0 0,003 0,003 0,001 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Legionella 0 0 0 0 0,015 0 0,003 
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacterium 0 0 0,002 0 0,003 0,006 0,002 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonas 0,006 0,020 0,029 0,011 0,773 0,924 0,294 
Proteobacteria Gammaproteobacteria Salmonella 0 0 0 0 0,018 0,003 0,004 
 TOTAL 0,009 0,020 0,031 0,043 0,817 0,939 0,310 
 




Estos resultados son una primera aproximación a la determinación del 
microbioma de FLA de distintos tipos de muestras. Para caracterizar el microbioma de 
las FLA según el tipo de muestra habría que analizar una mayor cantidad de las mismas 
para poder ofrecer unos resultados más aproximados. 
Por otra parte, en todas las muestras analizadas en este capítulo se recogieron 
las FLA de las placas de NNAP, se realizó un tratamiento con hipoclorito sódico, se 
trataron las muestras con PMA para eliminar el DNA extracelular y de las células 
muertas, se extrajo el DNA, se realizó una secuenciación mediante metagenómica de 
amplificación dirigida y las secuencias resultantes se clasificaron taxonómicamente 
mediante herramientas bioinformáticas. Por tanto, es razonable inferir que las 
bacterias identificadas no sólo están presentes en las muestras junto a las FLA, sino 
que probablemente formen parte del microbioma de las mismas. Sin embargo, al estar 
detectando el DNA de las bacterias procedentes del interior de las FLA, también se 
estaría identificando DNA residual de bacterias digeridas por estas. 
En este trabajo se ha querido determinar el microbioma de las FLA procedente 
de muestras ya analizadas para la detección de H. pylori viable procedente del interior 
de FLA con unos iniciadores y condiciones que eran capaces de detectar la bacteria. Sin 
emabargo, pese a que mediante qPCR y/o DVC-FISH se había podido detectar H. pylori 
en la gran mayoría de las muestras analizadas, mediante metagenómica de 
secuenciación dirigida no se ha llegado a poder detectar esta bacteria en algunos 
casos. Esto podría ser debido a que la abundancia relativa de esta bacteria es muy baja 
en las muestras y cuando se produce la amplificación, otros DNAs más abundantes 
enmascaran el DNA de H. pylori, por lo que pudo darse una amplificación preferencial 
de estas en detrimento de Helicobacter. 
Hasta donde se sabe, este es el primer trabajo que estudia el microbioma de FLA 
aisladas a partir de vegetales. 
Por tanto, para estudiar los grupos de bacterias más abundantes asociados con 
las FLA en diversos tipos muestras, la estrategia de metagenómica de secuenciación 
dirigida empleada en este trabajo es una muy buena herramienta. Sin embargo, si se 
desea estudiar la presencia de una bacteria concreta con abundancias bajas, la 
metagenómica de secuenciación dirigida no parece ser la mejor técnica a emplear.  
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1. Helicobacter pylori actúa como una bacteria resistente a las amebas (ARB), tanto 
en condiciones experimentales como en muestras ambientales. 
2. La técnica qPCR con un tratamiento previo de PMA (PMA-qPCR) permite 
detectar exclusivamente las células de H. pylori del interior de Acanthamoeba 
castellanii, ya que elimina tanto el DNA exógeno como las bacterias del medio, 
inactivadas mediante un tratamiento con hipoclorito sódico, tanto en cocultivo 
experimental como en muestras ambientales. 
3. La técnica FISH combinada con la incubación previa en DVC (DVC-FISH) permite 
comprobar la presencia de células viables (elongadas) de H. pylori procedentes 
del interior de A. castellanii, tanto en cocultivo experimental como en muestras 
ambientales. 
4. Mediante las técnicas PMA-qPCR y DVC-FISH se ha detectado la presencia de 
células viables de H. pylori procedentes del interior de FLA en muestras 
ambientales y vegetales: agua residual, agua potable y lechugas. 
5. Se han detectado células viables cultivables de H. pylori procedente del interior 
de FLA en muestras de agua residual. 
6. La identificación de FLA en aguas potables y residuales mediante PCR múltiple 
no resulta suficientemente específica para su aplicación a muestras 
ambientales. La FLA-PCR y la posterior secuenciación de los amplicones 
generados resulta un método más específico, aunque largo y laborioso. 
7. La identificación de Acanthamoeba spp. y Vermamoeba vermiformis mediante 
sus respectivas qPCRs resulta efectiva en muestras ambientales, no siendo 
necesario conseguir cultivos puros de cada FLA para obtener una identificación 
precisa. 
8. Los iniciadores 341F y 802R, seleccionados y evaluados en este trabajo son 
adecuados para la amplificación de bacterias asociadas a FLA mediante 
metagenómica de secuenciación dirigida. 
9. Se ha detectado la presencia de especies patógenas de FLA en aguas utilizadas 
para el riego, aguas potables y en vegetales.  
10. Se han detectado bacterias potencialmente patógenas como parte del 
microbioma de FLA aisladas a partir de muestras ambientales: agua residual, 





11. Se ha demostrado, por primera vez en este trabajo, la presencia de células de H. 
pylori viables y viables cultivables procedentes del interior de FLA de agua y 
vegetales, lo que evidencia que las FLA podrían ser un vehículo de transmisión 
para la bacteria a los humanos a través del agua y los vegetales. Sería necesario 
determinar el poder infectivo de estas células viables de H. pylori para 
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ANEXO A: MEDIOS DE CULTIVO 
ANEXO A.1: MEDIOS DE CULTIVO SÓLIDOS 
 
Agar Sangre de Caballo (ASC) 
- Base de Agar Selectivo para Campylobacter exento de sangre (Merk Millipore, 
ref. 100070) 
Composición (g/l):  
Agar Selectivo para Campylobacter 40 
- 10% de Sangre Desfibrinada de Caballo (Oxoid, ref. SR0050C) 
 
Agar Sangre Piruvato (ASP) 
- Base de Agar Selectivo para Campylobacter exento de sangre (Merk Millipore, 
ref. 100070) 
Composición (g/l):  
Agar Selectivo para Campylobacter 40 
- 10% de Sangre Desfibrinada de Caballo (Oxoid, ref. SR0050C) 
- 0,025% de Piruvato de Sodio (Fisher, ref. BP356-100) 
 
Agar Dent (ADent) 
- Base de BBL™ Brucella Broth (BD, ref. 211088) 
Composición (g/l):  
Agar Selectivo para Campylobacter 40 
- 10% de Sangre Desfibrinada de Caballo (Oxoid, ref. SR0050C) 
- Helicobacter pylori Suplemento Selectivo “Dent” (Oxoid, ref. SR0147E) 






Composición por vial (mg/0,5l): 
Vancomicina 5 




Non Nutrient Agar Page (NNAP) 
- Agar Bacteriológico Europeo (Conda, ref, 1800) 
Composición (g/l):  
Agar 15 
Se disuelve el Agar Bacteriológico Europeo en PAGE, previamente preparado. 
 
Plate Count 
- Plate Count Agar (Sigma-Aldrich, ref, 70152) 
Composición (g/l):  
Agar 17,5 
Se disuelve el Plate Count Agar en agua destilada 
 
ANEXO A.2: CALDOS DE CULTIVO 
 
Solución salina amébica de Page (PAGE) 
Composición (g/l):  
Cloruro de calcio (NaCl) 1,2 
Sulfato de magnesio (MgSO4) 0,04 
Hidrogenofosfato de sodio (Na2HPO4) 1,42 
Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO4) 1,36 






Caldo Peptone-Yeast Extract-Glucose (PYG) 
 Peptone-Yeast Extract-Glucose para Acanthamoeba spp. 
Composición (g/l):  
Triptosa 20 
Extracto de levadura (Difco) 2 
Sulfato de magnesio (MgSO4) 0,479 
Cloruro de calcio (CaCl2) 0,059 
Citrato de sodio (Na3C6H5O7 · 2H2O) 1 
Sulfato férrico amónico (Fe(NH4)2(SO4)2 ·6H2O) 0,0258 
Fosfato de potasio, monobásico (KH2PO4) 0,34 
Fosfato sódico, dibásico (Na2HPO4 · 7H2O) 0,188 
Glucosa 18 
 
Se disuelven todos los ingredientes en un volumen de 1000ml a excepción del cloruro 
de calcio, que se añade mientras la solución se remueve con un agitador magnético. 
 
Caldo Peptone-Yeast Extract-Glucose con antibióticos (PYG+A) 
 Peptone-Yeast Extract-Glucose para Acanthamoeba spp. 
Composición (g/l):  
Triptosa 20 
Extracto de levadura (Difco) 2 
Sulfato de magnesio (MgSO4) 0,479 
Cloruro de calcio (CaCl2) 0,059 
Citrato de sodio (Na3C6H5O7 · 2H2O) 1 
Sulfato férrico amónico (Fe(NH4)2(SO4)2 · 6H2O) 0,0258 




Fosfato sódico, dibásico (Na2HPO4 · 7H2O) 0,188 
Glucosa 18 




Se disuelven todos los ingredientes en un volumen de 1000 ml a excepción del cloruro 
de calcio, que se añade mientras la solución se remueve con un agitador magnético. 
 
Caldo DVC (DVC) 
- Caldo BBL™ Brucella Broth (BD, ref. 211088) 
Composición (g/l):  
BBL™ Brucella Broth  28 
 5% de Suero Fetal Bovino (PAA Laboratories) 
 Novobiocina 








ANEXO B: REACTIVOS Y SOLUCIONES 
ANEXO B.1: GENERACIÓN DE MICROAEROFILIA 
 
Sobres con mezclas generadoras de microaerofilia (CampyGen™, Oxoid ref. CN35) 
 
Cuando se coloca un sobre en una jarra de 3,5 l y ésta se cierra, el oxígeno contenido 
en la misma es absorbido con rapidez mientras que simultáneamente se genera 
dióxido de carbono, produciendo las condiciones microaerófilas apropiadas. El 
componente activo de cada sobre es el ácido ascórbico. 
 





NaCl 22,8 g 
NaH2PO4·H2O 4,1 g 
Na2HPO4·2H2O 5,3 g 
Agua destilada 1000 ml 
pH 7,2  
 






ANEXO B.3: HIBRIDACIÓN IN SITU (FISH) 
Fijación de las muestras 
- PBS 1X 
- Paraformaldehído (PFA): Calentar 65 ml de agua destilada hasta 60°C. Añadir 4 g 
de Paraformaldehído (Panreac, ref. 141451). Adicionar unas gotas de NaOH 5 M 
para ayudar a la disolución del polvo. Quitar de la fuente de calor y añadir 33 ml 
de PBS 3X. Ajustar el pH a 7,2 con CIH. Eliminar los posibles cristales mediante 
filtración y conservar a 4ºC durante un máximo de 48 horas, o a -20ºC durante 
varias semanas.  
- Etanol absoluto 
 
Gelatinización de los portaobjetos 
Gelatina bacteriológica (Panreac, ref. 403902) 0,1% 
Sulfato potásico cromato (Sigma ref. C-5926) 0,01% 
Calentar previamente el agua destilada hasta 60°C. Añadir la gelatina y la sal de 
cromato y mantener calentando en agitación hasta la completa disolución. Atemperar 
la solución a unos 45°C y sumergir en ella los portaobjetos cubiertos con teflón 
(Marienfeld, ref.  9782100). Escurrir los portaobjetos y dejar secar al aire. 
 
Deshidratación de las muestras 
 Etanol 50%: 100 ml Etanol absoluto + 100 ml agua destilada. Guardar a 
temperatura ambiente.  
 Etanol 80%: 160 ml Etanol absoluto + 40 ml agua destilada. Guardar a 
temperatura ambiente. 
 Etanol 100 %: Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a temperatura 







Tampón de hibridación 
NaCl 5M  360 μl (0,9M) 
HCl-Tris 1M   40 μl (20 mM) 
SDS 10%   2 μl (0,01%) 
Formamida (SIGMA F-7503) X μl (0-50%) 
Agua milliQ completar hasta 2 ml 
 
Mezclar todos los componentes y añadir en último lugar el SDS 10%. Completar hasta 2 
ml con agua milliQ y agitar. 
 
Sondas    (50 ng/µl) 
Sonda para Eubacterias: EUB338-I, EUB338-II,  EUB338-III (Tib Molbiol ®) 
Sonda para Helicobacter pylori: HPY-LNA (Exiqon, EE.UU.) 
Solución de lavado 
NaCl 5M* (9000-100 μl) 
HCl-Tris 1M 1000 μl 
SDS 10% 50 μl 
EDTA 0.5M** 500 μl 
Agua milliQ 







 La concentración de NaCl depende de la concentración de formamida en el tampón 
de hibridación. 
%Formamida 
(Tampón de hibridación) 
µl de NaCl 0.5M 








** Sólo se añade en caso de que el tampón de hibridación contenga un 20% de 
formamida o más. 
 
 
1- NaCl 5M  
 
Cloruro de sodio (NaCl) 292,2 g 
Agua destilada 1000 ml 
 
Disolver el NaCl en 800 ml de agua destilada y ajustar el volumen hasta 1 litro. 
Esterilizar en autoclave 121°C durante 15 minutos y por filtración. 
2- Tris-HCl 1M pH 8.0  
 
Tris Base 121,1g 
HCl 42 ml de HCl concentrado 
Agua destilada Hasta  1000 ml 
 
Pesar el Tris Base y añadir a 800 ml de agua destilada. Añadir 42 ml de HCl 
concentrado y completar hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave 






3-  SDS 10%  
 
SDS 10 g 
Agua destilada Hasta 100 ml 
 
Esterilizar por filtración. 
 
4- EDTA 0.5M  
 
EDTA·2H2O 186,1 g 
Agua destilada Hasta 1000 ml 
 
Pesar el EDTA y añadir a 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 con NaOH. 
Completar hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C 
durante 15 minutos y filtrar posteriormente. 
 
Visualización al microscopio de epifluorescencia 
 Antirrefractante (FluoroGuard TM Antifade Reagent, Bio-Rad) 
 
ANEXO B.4: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
 
Reacción de amplificación 
 dNTPs (PCR Nucleotide Mix, Bioline ref. BIO-39028) 
 Taq polimerasa, 5U/µl (BIOTAQ DNA Polymerase, Bioline ref. 21039) 





(NH4)2SO4 160 mM 





 MgCl2, 50mM (BIOTAQ DNA Polymerase, Bioline ref. 21039) 
 Iniciadores 
- Iniciadores para Helicobacter pylori: 
NOMBRE CASA COMERCIAL 
VacAF / VacAR Tib Molbiol® 
 
- Iniciadores para amebas: 
NOMBRE CASA COMERCIAL 
Ami6F / Ami9R Eurofins MWG Operon® 
Vahl560F / Vahl730R Tib Molbiol® 
Amo1400F / Amo1540R Tib Molbiol® 
 
Electroforesis de DNA en gel de agarosa 
 
 Agarosa (Agarose D-1 Medium EEO, Pronadisa ref. 8067) 
 Tampón TBE 1X (Diluir 10 veces en agua destilada el Tampón TBE 10X 
Fisher, Spain ref. BP1333-1) 
 GelRed™ (Biotium, EEUU ref. 41002) 
 
Pesar la cantidad deseada de agarosa según el tamaño del gel y disolver en el tampón 
TBE 1X. Llevar a ebullición, agitar y atemperar a 50°C. Seguidamente, adicionar el 
0,01% de GelRed™, según el tamaño del gel empleado. Una vez solidificado, colocar en 





 Tampón de carga (6X Loading Dye Solution, Fermentas ref. R0611) 
Azul de bromofenol 1% 2,5 ml 
Ficoll 2,5 g 
EDTA 0,5M 1 ml 
H2O 4 ml 
pH 8  
 






ANEXO C: TABLA DE RESULTADOS DE AISLAMIENTO DE FLA E IDENTIFICACIÓN DE HELICOBACTER PYLORI DENTRO DE FLA 
EN AGUAS RESIDUALES, AGUAS POTABLES Y LECHUGAS 















1 R1 2º + + - - 
2 R2 3º + - + - 
3 R3 2º + + + - 
4 R4 3º + - - - 
5 R5 2º - N/A N/A N/A 
6 R6 3º + - - - 
7 R7 2º + - - - 
8 R8 3º + - - - 
9 R9 2º + - - - 
10 R10 3º - N/A N/A N/A 
11 R11 2º + - - - 
12 R12 3º - N/A N/A N/A 
13 R13 2º + + + - 
14 R14 3º + + + - 
15 R15 2º + - + + 
16 R16 3º + + - - 
17 R17 2º - N/A N/A N/A 
18 R18 3º + + - - 
19 R19 2º - N/A N/A N/A 



















21 R21 2º + + - - 
22 R22 3º + + + - 
23 R23 2º + + + - 
24 R24 3º + + - + 
25 R25 2º + + + + 
26 R26 3º + + - + 
27 R27 2º - N/A N/A N/A 
28 R28 3º + + - - 
29 R29 2º + - - - 
30 R30 3º + + + - 
31 R31 2º - N/A N/A N/A 
32 R32 3º - N/A N/A N/A 
33 R33 2º + - - - 
34 R34 3º + + + - 
35 R35 2º + - - - 
36 R36 3º + + - - 
37 R37 2º + + - - 
38 R38 3º + - - - 
39 R39 2º + - - - 
40 R40 3º + - - - 
41 R41 2º + + + + 
42 R42 3º + - + + 
43 R43 2º + - - + 
44 R44 3º + - + + 
45 R45 2º + - - - 


















47 R47 2º + + - - 
48 R48 3º + + - - 
49 R49 2º - N/A N/A N/A 
50 R50 2º + - - - 
51 R51 2º - N/A N/A N/A 
52 R52 2º + - - - 
53 R53 2º + + - + 
54 R54 2º + - - - 
55 R55 2º + - - - 
56 R56 2º - N/A N/A N/A 
57 R57 2º + + - - 
58 R58 2º + - + - 
59 R59 2º + - - - 
60 R60 2º + - - - 
61 R61 2º - N/A N/A N/A 
62 R62 2º - N/A N/A N/A 
63 R63 2º + + - + 
64 R64 2º - N/A N/A N/A 
65 R65 2º + + - - 
66 R66 2º + + + - 
67 R67 2º + + - - 
68 R68 2º + + + - 



















70 P1 - N/A N/A N/A 
71 P2 - N/A N/A N/A 
72 P3 - N/A N/A N/A 
73 P4 + + + - 
74 P5 + - + - 
75 P6 - N/A N/A N/A 
76 P7 - N/A N/A N/A 
77 P8 - N/A N/A N/A 
78 P9 - N/A N/A N/A 
79 P10 - N/A N/A N/A 
80 P11 - N/A N/A N/A 
81 P12 - N/A N/A N/A 
82 P13 - N/A N/A N/A 
83 P14 + + - - 
84 P15 - N/A N/A N/A 
85 P16 + + - - 
86 P17 - N/A N/A N/A 
87 P18 + + - - 
88 P19 - N/A N/A N/A 
89 P20 - N/A N/A N/A 
90 P21 + + + - 
91 P22 + + - - 
92 P23 + + + - 
















94 P25 + + + - 
95 P26 + + - - 
96 P27 + + - - 
97 P28 - N/A N/A N/A 
98 P29 - N/A N/A N/A 
99 P30 - N/A N/A N/A 




















H. pylori  
DVC-FISH 
1 L1 + - - + + 
2 L2 + - - + - 
3 L3 + - - + - 
4 L4 + - - - - 
5 L5 + + - + - 
6 L6 + + - + - 
7 L7 + + + - - 
8 L8 + + - + + 
9 L9 + + + + + 
10 L10 + + + + - 
11 L11 + + + + - 
12 L12 + - + + + 
13 L13 + - + - - 
14 L14 + + + + + 
15 L15 + + - - - 
16 L16 + + + - - 
17 L17 + - + - - 
18 L18 + + + - - 
19 L19 + - + - - 




ANEXO D: TABLA DE RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN DE FLA EN 
AGUAS RESIDUALES Y AGUAS POTABLES 
AMEBA 
PURIFICADA 
TIPO DE AGUA 
IDENTIFICACIÓN MEDIANTE PCR 
MÚLTIPLE 
IDENTIFICACIÓN MEDIANTE PCR 
18S + SECUENCIACIÓN (homology 
%) 
1 Agua residual - Acanthamoeba castellanii (99%) 
2 Agua residual - Acanthamoeba castellanii (99%) 
3 Agua residual - Acanthamoeba castellanii (99%) 
4 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae 
- 
5 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae 
- 
6 Agua residual Vahlkampfiidae - 
7 Agua residual - Cercozoa spp. (98%) 
8 Agua residual - Naegleria spp.(99%) 
9 Agua residual Vahlkampfiidae - 
10 Agua residual Vahlkampfiidae - 
11 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
12 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
13 Agua residual - Vannellidae spp. (99%) 
14 Agua residual Fragmento de 100 pb sin identificar - 
15 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae + 
fragmento de 100 pb sin identificar 
- 
16 Agua residual - Acanthamoeba spp. (80%) 
17 Agua residual Vahlkampfiidae - 
18 Agua residual - Acanthamoeba tubiashi (97%) 
19 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae 
- 
20 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae 
- 
21 Agua residual 
Mezcla de  
Vahlkampfiidae + unidentified fragment 
- 
22 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
23 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
24 Agua residual - Acanthamoeba castellanii (80%) 
25 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
26 Agua residual 
Mezcla de  
Acanthamoeba spp + Vahlkampfiidae 
- 
27 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
28 Agua residual Acanthamoeba spp. - 
29 Agua residual - Acanthamoeba polyphaga (97%) 
30 Agua residual - Acanthamoeba tubiashi (91%) 
31 Agua residual - Acanthamoeba tubiashi (91%) 
32 Agua potable - Acanthamoeba spp. (100%) 
33 Agua potable Acanthamoeba spp. - 
34 Agua potable - 
Acanthamoeba spp. (99%) 
Acanthamoeba mauritaniensis (98%) 
35 Agua potable Sin amplificación Sin amplificación 
36 Agua potable Acanthamoeba spp. - 
37 Agua potable Echinamoeba y/o Vermamoeba - 
38 Agua potable Echinamoeba y/o Vermamoeba - 
39 Agua potable Acanthamoeba spp. - 
 
 
 
  
 
 
 
